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INTRODUCCION

En este volumen se publican los subsidios del Periodo 2010-2012, se
han volcado todos los informes finales de los grupos de investigacion que
desarrollaron sus tareas en ese lapso.

Con esta publicacion la Fundacién Alberto J. Roemmers mantiene su
compromiso adquirido hace mas de treinta y cinco afios de apoyar a la inves-
tigacion médica en nuestro pais a través de subsidiar planes rigurosamente
seleccionados todos los afios

Se han visto beneficiados mas de 1.000 grupos de investigacion a lo
largo de todo el pais en temas de Investigacion Basica, Aplicada y de Epide-
miologia y Salud Publica






ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE BOCAVIRUS HUMANO
ASOCIADO A INFECCION RESPIRATORIA AGUDA

M. P. Adamo; L. Ghietto; D. Majul; A. Camara; J. Camara

INFORME FINAL: SINTESIS

El Bocavirus Humano (HBoV) fue descubierto en 2005 a partir de aspi-
rados nasofaringeos de pacientes pediatricos con bronquiolitis o neumonia
(Allander et al 2005. PMID: 16118271). Con el objetivo de aportar datos epi-
demioldgicos locales para un mayor conocimiento de la circulaciéon de HBoV
en nuestro medio y contribuir a dilucidar el potencial patogénico del virus, en
este trabajo, 1) se estimo la prevalencia de HBoV en pacientes con IRAy en
individuos sin signos o sintomas respiratorios; 2) se describen caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas de los casos positivos (HBoV+); 3) caracterizar
molecularmente las cepas circulantes.

METODOLOGIA

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en la Inves-
tigacion en Salud del Hospital Nacional de Clinicas, UNC, y del Comité de
Etica del Polo Hospitalario del Nifio y del Adulto, Hospital de Nifios de la San-
tisima Trinidad de Cérdoba. La participacion fue voluntaria y anénima, previa
firma del consentimiento/asentimiento informado del participante, padres o
tutor segun caorrespondiera.

Se trabaj6é con muestras respiratorias de pacientes con IRA e individuos
sin signos o sintomas de IRA. A lo largo de 2 periodos anuales completos se
recolectaron al menos 120 muestras por afio, incluyendo todos los grupos
etarios. El grupo de individuos sin IRA (control) incluyé al menos 120 mues-
tras de individuos sin enfermedad respiratoria al momento de la toma de la
muestra ni durante las 2 semanas previas, distribuidas por grupos etarios
y estacién anual. Los participantes del grupo de individuos con IRA fueron

[15]
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pacientes del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de Cérdoba y de
distintos centros centinelas que participan del Programa de Vigilancia Viro-
I6gica de Influenza y otros Virus Respiratorios de la Provincia de Coérdoba
(que derivan muestras respiratorias al Laboratorio Nacional de Referencia de
Influenza para la OMS del Instituto de Virologia-UNC de Cérdoba).

Las muestras clinicas fueron aspirados o hisopados nasofaringeos (ANF
/ HNF) homogenizados con 1 ml de PBS; las del grupo de pacientes con IRA
se procesaron ademas segun normas estandares para un panel diagndstico
de virus respiratorios -Influenza (FLU), Parainfluenza (PIV), Virus Respira-
torio Sincicial (VRS), Adenovirus (AV), Metapneumovirus (MPV)- por inmu-
nofluorescencia directa y para gérmenes comunes por hemocultivo.

Los acidos nucleicos se extrajeron con buffer de guanidina y silica a
partir de 100 pl de HNF o 50 ul de ANF. La PCR se realizé con primers para
NP1; los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 8,5-10% tefiido con nitrato de plata (Ghietto et al 2012.
PMID: 22358354).

Se determind carga viral relativa mediante PCR en tiempo real (QPCR)
con SyberGreen y primers para un fragmento de NP1 (nt 2480-2558) en
muestras respiratorias de 11 individuos del grupo control y 24 pacientes con
IRA por triplicado. Para cada muestra se calculd el fold change respecto al
grupo control mediante el modelo 2-ddCt,

Para la genotipificacion se amplificd el gen NP1 (nt 2321-3056) por
nested-PCR. La secuenciacion se realiz6 bidireccionalmente (ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer - BigDye Terminator v. 3.1, Applied Biosystems). Las
secuencias fueron editadas y analizadas mediante ALIGN Query, Clustal W2
y MEGA 5.03, incluyendo 26 aislamientos locales, secuencias de las 4 espe-
cies de HBoV y otros representantes del genero Bocavirus disponibles en
GenBank (numeros de acceso en Figura 4), mediante el método Neighbor
Joining (matrices de distancia genética segin modelo Kimura-2 parametros,
bootstrap para 1000 replicaciones).

Se determind prevalencia por grupos etarios, estacionalidad, signos y
sintomas asociados a la infeccién y a la carga viral relativa (baja: fold change
de 0-9,9; media: fold change de 10-99,9; alta: fold change =100) los datos
clinico-epidemioldgicos de los pacientes HBoV+. Se describen los resultados
por medio de porcentajes o mediatDS; para las comparaciones se uso test
X2, Fisher o Student (p < 0.05 para diferencias significativas).
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RESULTADOS

La prevalencia general de HBoV en 1029 muestras analizadas de pacien-
tes con IRA en el periodo 2010 — 2012 fue de 11,4% (117 muestras resultaron
positivas). Las prevalencias anuales de HBoV fueron 39/219 (17,8%) en 2010,
24/379 (6,3%) en 2011 y 54/431 (12,5%) en 2012. Las prevalencias por grupos
etarios y la estacionalidad (distribucion anual por semana epidemioldgica) se
muestran en las figuras 1y 2.
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Figura 1. Distribucién de muestras analizadas y positivas (HBoV+) por rango de eda-
des; m: meses, a: afos.
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Figura 2. Distribucion de muestras analizadas y muestras HBoV+ por semana epide-
miolégica y afio de estudio.

Las frecuencias de coinfeccion fueron las siguientes: 35% en 2010 (83%
con VRS, el resto con FLU), 50% en 2011 (41,7% con RSV, 25% con PIV, 25%
con FLU y 8,3% con Bordetella pertussis —hemocultivo y PCR), y 35,2% en
2012 (94,4% con VRS, 5,6% con FLU y una muestra con hemocultivo posi-
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tivo). La ubicacion conjunta de deteccion de estos agentes por semana epi-
demioldgica y edad de los pacientes (datos no mostrados) evidencia la cocir-
culacion durante el periodo invernal y en lactantes principalmente (si bien la
circulacion del bocavirus puede extenderse todo el afio y a nifios escolares,
adolescentes y adultos), lo cual puede ser determinante en las altas tasas de
coinfeccion detectadas con VRS.

En el grupo de participantes asintomaticos se incluyeron 257 indivi-
duos, de los cuales 11 (4,3%) resultaron positivos. Todos estos casos ocu-
rrieron en nifios pre-adolescentes (de 9 a 12 afios, Figura 3), en primavera;
se tratd de un brote escolar entre alumnos de distinto grado de una misma
escuela.

120
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mHBoV+
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Figura 3. Distribuciéon de muestras analizadas y casos HBoV+ por rango de edades
entre individuos asintomaticos.

Los casos HBoV+ en el grupo de asintomaticos (quienes no registraban
signos o sintomas respiratorios al momento de la toma de muestra ni en las
2 semanas previas) tuvieron en general carga viral baja (6/8, 75%). Por otro
lado, los pacientes con IRA que resultaron HBoV+ tuvieron en general carga
viral media o alta (12/19, 63,2%) (Tabla 1).

No se observo estacionalidad en la carga viral relativa ni relacion entre
estay el sexo del individuo infectado. Sin embargo, se identificod un patrén de
asociacion entre carga viral relativa y codeteccion con otros virus respirato-
rios. Entre las 9/19 (47,4%) muestras cuantificadas de pacientes con IRA sin
coinfeccion hubo igual proporcion de muestras con carga viral baja y alta; en
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cambio, entre las 10/19 (52,6%) muestras cuantificadas de pacientes con IRA
en los que se detecto coinfeccidn con otros virus, 6/10 (60%) tuvieron carga
viral alta'y 3/10 (30%) tuvieron carga viral baja (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacién viral relativa en 27 muestras HBoV+, 8 de individuos asintoma-
ticos y 19 de pacientes con IRA (infecciones simples por HBoV y coinfecciones con
otros virus respiratorios).

Condicién Cédigo de Tipo de Edad . o Agente Ct Ct prom Ct prom Carga viral

clinica muestra muestra — (afios) e ado promedio normali normalizado™  relativa
Asintomatico 109 HNF M 12 nd - 35,2 1,3 0,8 Baja
Asintomatico 193 HNF M 12 nd - 274 1,0 1,0 Baja
Asintomatico 107 HNF F 11 nd o 27,1 1,0 1,0 Baja
Asintomatico 92 HNF L\ 11 nd S 26,7 1,0 1,0 Baja
Asintomatico 103 HNF M 12 nd - 25,9 1,0 1,0 Baja
Asintomatico 112 HNF M 9 nd - 25,9 1,0 1,0 Baja
Asintomatico 91 HNF M 11 nd - 23,2 0,9 1,1 Media
Asintomético 94 HNF M 12 nd S 21,7 0,8 12 Media
Sintomético 2600 ANF F 0,083 No 5 37,5 14 0,7 Baja
Sintomético 2523 ANF F 11 No - 29,1 1,1 0,9 Baja
Sintoméatico 2911 HNF M 23 No S 29,0 11 0,9 Baja
Sintomético 2910 ANF F 0,083 No o 25,5 1,0 1,0 Baja
Sintomético 2771 HNF M 6 No - 22,7 0,9 1,2 Media
Sintoméatico 2912 ANF F 1 No s 15,8 0,6 1,7 Alta
Sintomatico 2526 HNF F 9 No - 12,0 0,5 2,2 Alta
Sintomatico 2914 ANF F 0,17 No S 11,5 0,4 2,3 Alta
Sintoméatico 2913 ANF M 0,42 No s 11,4 0,4 2,3 Alta
Sintomatico 2848 HNF M 14 Si FLU 39,3 1,5 0,7 Baja
Sintomético 2836 HNF L\ 11 Si FLU 35,4 1,3 0,8 Baja
Sintoméatico 2835 HNF M 10 Si PIV 29,1 1,1 0,9 Baja
Sintomético 2664 ANF F 0,25 Si RSV 21,6 0,8 12 Media
Sintomético 2641 ANF L\ 0,75 Si FLU 17,2 0,6 15 Alta
Sintomético 2696 ANF M 0,083 Si RSV 16,4 0,6 1,6 Alta
Sintomético 2694 ANF M 0,17 Si RSV 12,8 0,5 2,1 Alta
Sintomético 2995 ANF M 0,42 Si PIV 12,7 0,5 2,1 Alta
Sintomético 3031 ANF M 4 Si PIV 11,9 0,4 2,2 Alta
Sintomatico 2633 ANF M 0,33 Si RSV 11,7 0,4 2,3 Alta

nd: no determinado. Carga viral relativa baja: Ct promedio >25 y Ct promedio normalizado-" <1;
media: Ct promedio entre 20 y 25 y Ct promedio normalizado-! entre 1y 1,5; alta: Ct promedio <20
y Ct promedio normalizado-! 21,5.

Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de la infecciéon por HBoV
Se analizaron los datos de las historias clinicas de 38 pacientes HBoV+
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sin coinfecciodn evidente. Estos casos se presentaron en un rango amplio de
semanas epidemioldgicas (10 a la 49), abarcando fines de verano a prima-
vera. El rango de edades fue de 1 mes a 11 afos (edad promedio 1 afioy 10
meses, mediana 7 meses, modo 1 mes). Se constaté lactancia materna en
18/38 (47%) pacientes, contacto con persona con IRA en 2/38 (5%), ries-
go de IRAB grave en 20/30 (53%), bajo peso en 11/38 (29%), habitat con
factores de contaminacion ambiental en 12/38 (32%), hacinamiento en 2/38
(5%), habitat rural en 2/38 (5%), vacunacion completa para la edad en 28/38
(74%), antecedentes familiares de asma en 4/38 (11%) y atopia en 4/38 (11%)
pacientes. Ninguno de los menores de 5 afios asistia a guarderia. Con res-
pecto al laboratorio clinico, signos y sintomas, 30/38 (79%) de los pacientes
HBoV+ presento leucocitosis (recuento >10.000), 25/38 (66%) VSG elevada,
30/38 (79%) tos, 30/38 (79%) sibilancias, 20/38 (53%) fiebre (temperatura
corporal >37,5°C, 38,5+0,6°C en promedio), 14/38 (37%) rinitis, 7/38 (18%)
emesis, 3/38 (8%) apnea, 3/38 (8%) diarrea, y 2/38 (5%) cianosis. El periodo

Tabla 2. Diferencias entre pacientes HBoV+ con carga viral relativa media / baja o alta.

C isticas clini pidemiolégi de ientes HBoV+ Carga viral media / baja Carga viral alta

Valor fold change de determinacion de DNA en la muestra en

i . at 4,5 8900
comparacién con el grupo control (asintomaticos)
Sexo masculino 55,60% 70%
Edad (afios) 8,4 1,6*
Desnutricion ninguno 10% (un paciente)
Contaminacién ambiental 33% 30%
Habitat rural 0% 20%
Hacinamiento 0% 0%
Factores de riesgo de IRA grave 44% 70%"
Antecedentes de atopia 44% 10%
Diagndstico de asma 56% 20%
Contacto con persona con IRA 1% 0%
Coinfeccién con RSV 1% 30%
Coinfeccién con FLU 22% 10%
Periodo prodrémico (dias) 2,5 2,8
Dias de hospitalizacién 4 p & 2
Glébulos blancos ( to) normal leucocitosis*
VSG 22,2 293
ATB 44% 60%
Corticoide 78% 80%
Requerimiento de O2 (dias) 2,8 6,2*
Fiebre 33% 40%
Tos 90% 100%
Radiografia de térax la mayoria normales o con la mayoria con infiltrado

infiltrado lado derecho bilateral*

*

caracteristicas con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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prodrémico fue en promedio de 3,7+3,0 dias; 95% de los pacientes fueron
hospitalizados (2 pacientes fueron ambulatorios, el resto requirié internacion
en sala de cuidados intermedios 6,8+4,8dias). De este grupo de 38 pacientes,
veintiocho (74%) requirieron terapia de O2 (4,5+3,3 dias en promedio), 28/38
(74%) recibio tratamiento con antibioticos y 6 (16%) tuvieron mala evolucion
(internacion en UTI/ UCI). Para 11/38 pacientes (29%) se traté del primer epi-
sodio de hospitalizacion. De los 38 pacientes analizados, 14 (37%) tuvieron
IRA alta 'y 25 (66%) IRA baja diagnosticada en funcién de la radiografia de
térax. El patron mas frecuentemente observado fue infiltrado intersticial bila-
teral (12/25, 48%), seguido de infiltrados alveolares o intersticio-alveolares
(bilaterales o predominio derecho), atrapamiento aéreo, atelectasias.

En la tabla 2 se muestras las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
de los pacientes con IRA segun la carga viral relativa de HBoV. En general,
los pacientes HBoV+ con carga viral alta son menores de 2 afios, tienen fac-
tores de riesgo de IRA baja grave (70%), presentan leucocitosis, permanecen
hospitalizados por mas tiempo, tienen mas dias de requerimiento de terapia
de O2y la mayoria presenta infiltrado bilateral en la radiografia de térax.

Genotipificacion

Se secuencio el gen NP1 completo de 26 aislamientos locales de HBoV
(nucleodtidos 2321 a 3056 del genoma con numero de acceso en GenBank
DQO000496). Todos agruparon en el cluster de HBoV1 (Figura 4). Se observa-
ron pocas mutaciones puntuales (sustituciones sin cambios aminoacidicos)
contribuyendo a una distancia genética general de 0,001, elevada homologia
y alta estabilidad genética en la region analizada, tanto entre las cepas loca-
les como en comparacion con la secuencia original de HBoV (DQ000496) y
con otros aislamientos de HBoV1 alrededor del mundo.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados muestran que HBoV1 es un virus respirato-
rio frecuente particularmente entre nifios con IRA menores de 2 afios (Figura
1). Independientemente de las relativamente altas tasas de coinfeccion (que
son comunes entre distintos agentes respiratorios), tanto la prevalencia baja
en asintomaticos (Figura 3) como la carga viral baja en este grupo (Tabla 1), en
comparacion con una mayor prevalencia en individuos con enfermedad res-
piratoria (fluctuante segun el afio, Figura 2), entre los que en general la carga
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0.05

Figura 4. Filograma con 26 aislamientos locales de HBoV (la denominacién incluye
“AR” en referencia a Argentina y los dos ultimos digitos correspondientes al afio de
aislamiento), todos agrupados en el clado de HBoV1.
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viral relativa es media o alta (Tabla 1), indican una relacion causal entre el virus
y la patologia respiratoria. En este trabajo las principales manifestaciones clini-
cas asociadas a la infeccidon por HBoV fueron leucocitosis, VSG elevada, tos,
sibilancias y fiebre. Menos comunes fueron rinitis, vomitos, apnea, diarrea y
cianosis. En términos generales se puede sintetizar que la enfermedad se pre-
sentd con aproximadamente 4 dias de prodromo y requirié en promedio 7 dias
de internacion en sala de cuidados intermedios. La mayoria de los pacientes
hospitalizados fueron menores de 2 afios y requieren oxigenoterapia; la evolu-
cion fue buena. La infeccion se asocio tanto con IRA alta como baja, aunque
la mayoria presentd IRA baja, siendo el infiltrado intersticial bilateral el patrén
pulmonar mas frecuentemente observado en la radiografia de torax. Estas
manifestaciones clinicas se presentan en pacientes con carga viral alta, siendo
mas leves o moderadas en pacientes con carga viral media o baja (Tabla 2). Un
estudio reciente ha demostrado una correlacién entre primoinfeccién y enfer-
medad de la via respiratoria alta y baja en nifios menores de 2 afios (Meriluoto
et al 2012. PMID: 22305021), sugiriéndose también la ocurrencia frecuente
de reinfecciones no asociadas a manifestaciones clinicas en nifios escolares.
Nuestros datos sobre deteccidn del virus en muestras respiratorias de nifios en
edad escolar asintomaticos suman evidencia en ese sentido (Figura 3). Final-
mente, a semejanza de otros trabajos publicados durante el desarrollo de este
proyecto, HBoV1 fue la Unica especie del género detectada, por lo cual actual-
mente se considera al HBoV1 como el tnico bocavirus humano respiratorio.

ABSTRACT

In order to provide local epidemiological data for a better understanding
of the circulation of Human Bocavirus 1 (HBoV1) in Cérdoba, Argentina, and
to contribute to elucidate the pathogenic potential of the virus in acute respi-
ratory infection (ARI), we analyzed epidemiological and clinical aspects of
HBoV1 in patients with ARl and in asymptomatic individuals from Jan. 2010
through Dec. 2012. The project was approved by Ethics Committees of Hos-
pital Nacional de Clinicas, Universidad Nacional de Cérdoba, and Polo Hos-
pitalario del Nifio y el Adulto, Cordoba. Of 1029 respiratory samples from
patients with ARI, 117 (11.4%) were positive: 39/219 (17.8%) in 2010, 24/379
(6.3%) in 2011 and 54/431 (12.5%) in 2012. The prevalence in infants <1 year
old was 74.4%, 62.5% and 85.2%, respectively; 74.4% of all cases occurred
in late fall through early spring. Coinfection rates were 35% in 2010 (83%
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with RSV), 50% in 2011 (41.7% with RSV) and 35.2% in 2012 (94.4% with
RSV). Among 257 asymptomatic individuals, 11 (4.3%) were positive; all of
them were 9-12 years old, 75% had low viral load. On the other hand, 63.2%
HBoV+ symptomatic individuals had medium or high viral load, and in 60%
patients with high viral load HBoV1 was codetected with another respiratory
virus. Major signs/symptoms associated with monoinfection were: leuko-
cytosis, elevated ESR, cough, wheezing, and fever. The prodromal period
was 3.7+3.0 days; 95% patients were hospitalized (6.8+4.8 days) and 74%
required oxygen therapy (4.5+3.3 days). Lower ARI was diagnosed in 66%
patients based on chest x-ray (bilateral interstitial infiltrate was the most fre-
quent pattern). The majority of the patients with high viral load was <2 years
old and remained hospitalized longer. The results show that HBoV1 is a com-
mon respiratory virus in infants with ARI. The low prevalence and low viral
load in asymptomatic individuals compared to patients with ARI suggest a
causal relationship between the virus and respiratory disease. The detec-
tion of the virus in asymptomatic preadolescent children adds evidence that
supports the hypothesis of frequent occurrence of asymptomatic re-infection
among school-age children.



CARACTERIZACION DE MONOCITOS CIRCULANTES Y DE
LIQUIDO PLEURAL DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS
PULMONAR. POSIBLE VALOR PRONOSTICO/DIAGNOSTICO DE
LA ENFERMEDAD.

Mercedes Aleman
IMEX- Academia Nacional de Medicina

La tuberculosis (TB) es una enfermedad cronica cuyo agente infeccio-
so es el Mycobacterium tuberculosis (Mtb), un bacilo intracelular obligatorio
que ingresa en su huésped por via aérea a través de gotas que contienen
al bacilo siendo diseminadas en el pulmén, donde genera una respuesta
inflamatoria exudativa con influjo de neutrdfilos, linfocitos y Mo por efecto
de factores quimiotacticos presentes en el foco infeccioso. La Organizacién
Mundial de la Salud calcula que aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial esta infectada con Mtb causando 3 millones de muertes por afio en
todo el mundo. En Argentina mas de 12.000 personas se enferman anual-
mente de TB, y alrededor de 900 personas mueren por afio a causa de esta
enfermedad. Para su control es fundamental el rapido diagndstico y trata-
miento. El diagndstico por baciloscopia de esputo, tiene una efectividad del
50-60%, y los cultivos micobacterianos requieren de 6 a 8 semanas para
ser interpretados.

Los monocitos (Mo) son componentes centrales en la inflamacion e
inmunidad y median funciones importantes tales como la fagocitosis, la pre-
sentacion antigénica, la produccion de citoquinas, ademas, abastecen de
precursores de macrofagos y células dendriticas a los tejidos periféricos y
contribuyen directamente con la defensa inmune contra patdgenos microbia-
nos en el sitio de infeccion. En humanos, los Mo circulantes pueden dividirse
en dos sub-poblaciones de acuerdo a la expresion de CD14, un componente
del receptor del lipopolisacarido, y de CD16, el receptor para inmunoglobu-
linas de tipo FcyRIIl. Los Mo con alta expresién de CD14 y negativos para
CD16 (CD16-) representan entre el 80-90% de los Mo circulantes. Por el con-
trario, los Mo con baja expresion de CD14 y positivos para CD16 (CD16+)
constituyen cerca del 10% de los Mo circulantes en condiciones normales.
Los Mo CD16+ aumentan durante las infecciones, producen altas cantidades
de TNF-a y bajos niveles de IL-10 y por lo tanto se los denomina como Mo

[25]
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pro-inflamatorios (Serbina NV, 2008). Esta poblacion CD16+ se encuentra
elevada en individuos con infecciones crénicas o recurrentes, se expande en
infecciones agudas y se revierte con el uso de antibiéticos o glucocorticoides.
Se ha descrito que el numero de Mo CD16+ correlacionan con la carga viral
en pacientes con VIH (Fischer-Smith T, 2008).

Dado que no se conoce aun el rol de esta poblacién de Mo en la fisiopa-
tologia de la tuberculosis (TB), nos propusimos identificar los mecanismos
que suscitan el incremento de la poblacion de monocitos CD16+ en periferia
y liquido pleural de pacientes con TB y establecer una posible correlacion con
parametros clinicos de los pacientes que permita determinar la existencia de
una asociacion entre el fenotipo de la poblacion de Mo circulantes y un valor
pronéstico/diagnostico de la TB.

RESULTADOS

En primer lugar se evalué por citometria de flujo el fenotipo de los Mo de
sangre periférica (SP) de pacientes con TB y dadores sanos (DS) con respec-
to a aquellos marcadores que son relevantes en la respuesta frente a TB. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes con TB (con y sin derrame pleural) y
de dadores sanos (DS) se resumen en la Tabla 1.

No se encontraron diferencias significativas para la edad y el sexo
como tampoco en el recuento leucocitario. Sin embargo, la distribucion de
la poblacion CD16+ fue significativamente mayor en los TB asi como la
expresion de CD14, CD16, CD11b, entre DS y TB y entre las sub-poblacio-
nes de Mo (CD16+y CD16-) (Figura 1 A-B y Tabla 2). Ya que el recuento de
leucocitos no varia, podemos pensar que no habria un incremento selectivo
de la poblacion CD16+ en los TB, sino en la proporcion del mismo respecto
del subset CD16-.

Considerando que la sub-poblacion CD14+/CD16+ exhibe una expresion
elevada de CD11b, y este es un importante receptor de entrada para Mtb en
el Mo, esto podria impactar en su capacidad de union (y fagocitosis) del Mib.
Tal como se observa en la Figura 1 C, tanto la unién como la fagocitosis del
Mtb (determinando por citometria de flujo la uniéon de Mtb conjugado a FITC,
Mtb-FITC), fue significativamente mayor en los Mo CD16+ (sin diferencias
entre TB y DS para el mismo subset, datos no mostrados), por lo que los TB
exhibirian una mayor proporcién de la poblacidon mas eficiente en la funcién
fagocitica.
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Tabla 1: TB pulmonar, TB plaurisy, patients with TB pleurisy. aAFB in sputum or culture: 1+, 2+, 3+
AFB fue definida en base a la escala de cuantificacion de la Inion Internacional contra la tuberculo-
sis y enfermedades pulmonares (the International Union Against Tuberculosis and Lung Disease,
IUARLD) y de World Health Organization (WHO).

Caracteristicas clinicas de las poblaciones estudiadas

diagnoéstico
Datos
REELi TB no pleural TB pleural
sanos
N 30 40 10
edad 30 (20-45) 36 (23-50) 30 (20-55)
género 15F/15M 10F/30M 2F/8M
Datos PPD+*, % ND 25 ND
generales  dias de evolucion - 41 (7-90) ND
AFB*, % +, 33
++, 30 ND
+++ 33
Recuento leucocitario,
mediat ES, cel/ul 8,200 + 420 9,093 + 318 7,400 + 900
. . o
pzzpégr::a Linfocitos (rango), % 32415 28 + 8 21+ 12
- 9
Monocitos (rango),% 643 8+3 643
Recuento de células 2300 (500-3000)
YT (rango), cel/uL
pleural Células mononucleares
media + ES (rango), % & & 71+ 15

*AFB: acid-fast bacillus en esputo o cultivo; PPD: purified protein derivative skin test

El patron de expresion normal de quimioquinas (CCR5 elevado en
CD16+ y CCR2 en CD16-) (Ancuta, 2003) aparece alterado en Mo de TB ya
que co-expresan CCR2 y CCR5 (Figura 1 B). Se sabe que durante procesos
inflamatorios y ciertas infecciones el reclutamiento de Mo al tejido inflamado
es mediado por CCR2 y CCR5 en respuesta a factores quimiotacticos tales
como: MCPs, MIP-1a, MIP-18, y/o RANTES (Boring L., 1997). Por lo tanto, en
pacientes con TB, ambas sub-poblaciones de Mo son potencialmente capa-
ces de migrar al pulmén en respuesta a RANTES y MIP-1a, ambos presentes
durante la infeccion.

El contenido del espacio pleural es probablemente un fiel reflejo del pro-
cesoinflamatorio e inmunoldégico en curso, ya que las capas pleurales serosas
son altamente permeables y estan en intimo contacto con el microambiente
local. Por lo tanto, la pleuresia tuberculosa provee un buen modelo para el
estudio de la respuesta inmune in vivo ya que la respuesta inmune frente a
Mtb se compartimentaliza en el espacio pleural [Barnes PF, 1989]. Por esa
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Figura 1.

A) Frecuencia de la distribucion de la poblacion CD14+/CD16+ en dadores sanos (DS) y pacientes con
tuberculosis pulmonar activa (TB) **p<0.01

B) Dot plot representativos de la expresion de CD14+/CD16+ y CCRS/CCR2 que muestra la distribucion de las
diferentes sub-poblaciones de Mo en dadores sanos (DS) y en pacientes con tuberculosis (TB).

C) Fagocitosis diferencial expresado como % de Mo que expresan Mtb-FITC, unido/ingerido, sobre un n= 6.
#kEP<0.01.

Tabla 2. Expresion de receptores de Mrb (CD14 y CD11b), y de CD16 en la poblacion total de Mo y en cada
sub-poblacion. Los resultados estan expresados como la media + ES de la intensidad media de fluorescencia,
IMF, sobre un n=15. CD16+ versus CD16-: ©p<0.05; TB versus DS: *p<0.05

razoén, la poblacion de Mo fue evaluada en los liquidos obtenidos de derra-
mes pleurales (LP) de 10 pacientes con pleuresia tuberculosa y 5 pacientes
con cancer de pulmoén. Se comparo el fenotipo de las células CD14+ con su
correspondiente poblacién en sangre periférica (SP) y se observé que, mas
de un 80% de los Mo de LP son de fenotipo CD16+ (Figura 2 A) y una expre-
sién de CD16, CCR5, CCR2, CD11b, y CD14 significativamente mayor que
aquellos obtenidos de su misma SP con aporte de ambas sub-poblaciones
aunque en mayor medida por los Mo CD16+ (Tabla 3 y Figura 2 C). Ademas,
se vio significativamente aumentado en LP, el porcentaje de células doble
positivas (CCR2/CCR5) (Figura 2 B). Por el contrario, LP provenientes de
cancer de pulmén, no exhibieron dicho fenotipo. Esto sugiere que es la misma
infeccidn y no un proceso inflamatorio inespecifico asociado, el que determi-
na la generacioén de dicho patron de expresion. El receptor de quimioquinas,
CCRS5 es también un receptor que media la activacién durante la infeccién
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tuberculosa, a través de la union de la hsp70 del Mtb (Whittall, T., 2006), por lo
que su incremento en LP podria modularse por la interaccion con antigenos
del Mtb alli presentes.
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A fin de caracterizar mas profundamente la poblacion de Mo que migra-
ron al sitio de infeccion se evalud la expresién de aquellos receptores involu-
crados en el reconocimiento/procesamiento/presentacion del Mtb tales como
DC-SIGN y receptor de manosa (MR) (dos lectinas tipo-C, que reconocen
eficientemente Mtb y participan en el procesamiento del mismo) y la integrina
CD11b de multiples funciones que también reconoce Mtb y media la entrada
al Mo (como mencionamos anteriormente). Los resultados obtenidos mues-
tran que, las células presentadoras de antigenos (APC) que se encuentran
en el sitio de infeccion tuberculosa expresan CD11b, y son positivas para DC-
SIGN+ en un 32,8% y para MR+ en un 40,7% (Figura 3 A). Dicho fenotipo,
se vio reflejado en su capacidad de inducir la proliferacién de linfocitos de
memoria contra Mtb (ensayo de recall estimulando con el bacilo irradiado)
ya que la respuesta linfoproliferativa fue inducida mas eficientemente por las
CPA de LP que SP, y pudo ser inhibida mediante el bloqueo de los receptores
antes mencionados (Figura 3 B).
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A) Expresion de los receptores involucrados en la
presentacion de antigenos del Mrb (CD11b, DC-SIGN,
MR), en la poblacion de células presentadoras de
antigenos en derrames pleurales tuberculosos. Dot plot
representativo de 4 casos evaluados.

B) Proliferacion especifica de Mo de periferia (barras
blancas) y LP (barras negras) de pacientes con TB.
Inhibicion de la proliferacion por el bloqueo de
receptores presentes en la poblacion presentadora, anti-
CDI14, anti-CD11b, anti-DCSIGN, anti-MR. Los
resultados estan expresados como la media + ES de las
cuentas por minuto (CPM) sobre n= 5.
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En cuanto a laimplicancia clinica de los fenotipos encontrados, cabe des-
tacar que, el porcentaje de Mo CD16+ en SP, correlacioné con la extension
radioldgica (cuanto mas severa se presenta la enfermedad, mayor porcentaje
de Mo CD16+ tiene en circulacion el paciente). Sin embargo esto no correla-
ciond con la evolucion de los sintomas o la baciloscopia de esputo (Figura 4
A). Dado que la expresion de CD16 puede ser inducida por TGF-, TNF-a, e
IL-10 en Mo (Welch GR, 1990), fue medida su concentracion en plasma de TB
y DS y se encontré que la concentracion plasmatica de TNF-a (aunque no la
de TGF-p o IL-10) correlacionaba positivamente con el porcentaje de CD16+
circulante mientras que el 86% de las muestras de DS no mostraron valores
detectables de TNF-a (Spearman r=0.52; p<0.04) (Figura 4 B).

Como vimos anteriormente, los pacientes que presentan derrame pleu-
ral, tienen en el sitio de infeccion una poblacién de Mo que es preponderante-
mente CD16+ y con efectiva respuesta especifica frente a Mtb. Sin embargo,
la poblacion en periferia muestra un perfil cabalmente menos marcado que
las formas mas severas de la enfermedad. Teniendo en cuenta que la pleure-
sia tuberculosa generalmente resuelve sin tratamiento dado que el paciente
monta una respuesta relativamente eficiente contra Mtb (Barnes PF; 1989)



Fundacién Alberto J. Roemmers 31

podriamos suponer que la poblacion de Mo CD16+ juega un papel positivo
contra la micobacteria en el sitio de infeccion, por lo que la los mecanis-
mos que subyacen a la migracién de la poblacién monocitica al foco sumaria
importancia clinica.

La correlacion observada entre la concentracion plasmatica de TNF-a.
en TB y la extension de Mo CD16+ en periferia seria el resultado de una
mayor secrecion de TNF-a por los Mo CD16+ (Belge, KU, 2002) y no una
consecuencia del efecto del TNF-a sobre la expresion de CD16. Esto ulima
posibilidad queda descartada dado que el suero de TB no indujo la expresion
de CD16+, mientras que el sobrenadante libre de células de LP si tuvo efecto
significativo (datos no mostrados).
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Figura 4

A) Distribucion de la expresion de CD16 en Mo de pacientes con TB clasificados segun la severidad
en base a la radiografia de torax. La clasificacion de los grupos de pacientes fue mild o leve (Mi),
moderada (Mod), y avanzada (Ad). **P<0.01 mi versus mod o mod versus ad: *P < 0.01: mi versus
ad: ***P< 0.001, Kruskal-Wallis corregido por test de comparacion multiple de Dunn.

B) Correlacion entre el % de Mo CD16+ y los niveles plasmaticos de TNF-a medido por ELISA.
Spearman r = 0.52; *P< 0.05 (n=15).

CONCLUSIONES

La expansién de la poblacion de Mo circulantes CD16+ en TB correla-
ciona positivamente con la severidad con la que se presenta la enfermedad
y con la concentracion plasmatica de TNF-a., por lo que, en circulacion se
notaria un perfil inflamatorio en el Mo que revestiria relevancia clinica.
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En el sitio de infeccidn, la preponderancia de Mo CD16+ seria conse-
cuencia: 1) de la migracion diferencial desde circulaciéon de dicho subset
(favorecido por la expresion de CCR2/CCRS5) y 2) de la adquisicion (up-regu-
lacién) del receptor CD16, inducida por los mediadores solubles presentes en
el foco inflamatorio tuberculoso.

En el sitio de infeccion de aquellos pacientes que presentaron pleuresia
tuberculosa, los Mo CD16+ son abundantes y eficientes CPA, mientras que,
su preponderancia en circulacion estaria mas bien asociada a, severidad
radioldgica y altas concentraciones de TNF-a.

ABSTRACT

The aim of this work was to characterize monocyte (Mo) subsets from
TB patients and to assess whether the inflammatory milieu from TB pleurisy
modulate their phenotype and recruitment. We found an expansion of periph-
eral CD16+ Mo that correlated with disease severity and with TNF-a plasma
levels. Circulating Mo from TB patients are activated, showing a higher CD14,
CD16, and CD11b expression and Mtb binding than Mo from healthy subjects.
Both subsets simultaneously expressed CCR2 and CCRS5, showing a potential
ability to migrate to the inflammatory site. In tuberculous pleural fluid (PF), the
CD16+ subset was the main Mo population, accumulation that can be favored
by the induction of CD16 expression in CD16- Mo triggered by soluble factors
found in this inflammatory milieu. CD16+ Mo in PF were characterized by a
high density of receptors for Mtb recognition (DC-SIGN, MR, CD11b), allowing
them to induce a successful, specific T cell proliferation response. Hence, in
tuberculous PF, CD16+ Mo constitute the main APC population, whereas in PB,
their predominance is associated with the severity of pulmonary TB, suggesting
a dual role of the CD16+ Mo subset that depends on the cellular localization.
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PHARMACOKINETIC, PHARMACOGENETIC AND PHARMACODYNAMIC STUDY OF HIGH
DOSE METHOTREXATE IN PEDIATRIC OSTEOSARCOMA PATIENTS AT A SINGLE
INSTITUTION IN ARGENTINA. Schaiquevich P, Porta A, Araoz V, Caceres Guido P, Licciardone
N, Rose A, Recalde S, Chertkoff L, Zubizarreta P, Cacciavillano W. 44th Congress of the
International Society of Paediatric Oncology (SIOP) 2012, London, United Kingdom, 5th—8th
October, 2012 Volume 59, Issue 6, pages 965-1152, 1 December 2012. (Abstract).

HIGH-DOSE METHOTREXATEIN PEDIATRIC OSTEOSARCOMA PATIENTS.IMPLEMENTING
A POPULATION PHARMACOKINETIC/PHARMACOGENETIC STUDY IN ARGENTINA.
Schaiquevich P, Caceres G P, Licciardone N, Araoz V, Lagomarsino E, Rose A, Chertkoff L,
Zubizarreta P,Cacciavillano W. 12th International Congress of Therapeutic Drug Monitoring &
Clinical Toxicology. Stuttgart, Alemania 2 al 6 de Octubre de 2011. Ther Drug Monit - Volume 33,
Number 4,81. 2011. (Abstract)

INTRODUCCION

El osteosarcoma (OS) es el tumor 6seo primario mas frecuente en edad
pediatrica’. Con el advenimiento de la quimioterapia y los avances en cirugia
ortopédica, la sobrevida global a 5 afios de los pacientes con osteosarcoma
localizado ha alcanzado valores de un 60-70% y, de aquellos con enferme-
dad metastasica de un 20-302.

Los agentes quimioterapicos activos contra el osteosarcoma son res-
tringidos, entre ellos, el metotrexato (MTX). EI MTX, un antimetabolito ana-
logo del acido félico, ingresa a las células por difusion pasiva y por un meca-

[34]
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nismo de transporte activo mediado por el trasportador de folato reducido
1 (RCF1)3. En el interior celular, el MTX y sus formas poliglutamatos inter-
fieren en el ciclo de homocisteina-folato y con la sintesis de novo de purinas
a través de la inhibicion de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR)4. Los
poliglutamatos de MTX inhiben también la timidilato sintetasa y la sintesis
de pirimidinas y, ademas, bloquean la sintesis de purinas®, ejerciendo asi
su efecto antineoplasico. Finalmente, el MTX intracelular sale de la célula a
través de proteinas transportadoras como la proteina de multiresistencia a
drogas MRP2 (Figura 1).
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Figura I1. Esquema del metabolismo del folato y puntos de acciéon del MTX.
(Adaptado de referencia 8). Los poliglutamatos de MTX (MTX-PG) inhiben a DHFR,
TSy la sintesis de novo de purinas. De esta forma, alteran la homeostasis del folato
y afectan, ademas, la sintesis, folato dependiente, de DNA, RNA y proteinas. Trans-
portadores: RCF1, transportador de folato reducido 1, MRP2 transportador tipo ATP
binding cassette. Enzimas: FPGS, poliglutamato sintetetasa; FPGH, folilpoliglutama-
to hydrolasa; MTHFR: enzima metilentetrahidrofolato reductasa; MT, metil transfera-
sa.; MTRR, metionina sintetasa reductasa, MS metionina sintetasa; SAH, S-adenosil
homocisteina, MTX, metotrexato; X, diferentes sustratos para metilacién. Vitaminas
B2, B6 y B12 son cofactores en la via metabdlica.
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ElI MTX se excreta mayoritariamente en forma inalterada por viarenal. La
farmacocinética de la droga presenta una alta variabilidad inter-individual aun
con funcion renal y hepatica normales y adecuada hidratacion (6,7).

En el tratamiento del osteosarcoma, el MTX es utilizado a altas dosis.
Sin embargo, su aplicacién resulta aun controvertida ya que la respuesta de
los pacientes al tratamiento es muy heterogénea y no existen estudios rabdo-
mizados que demuestren su superioridad, si bien es de uso estandar en los
protocolos de tratamiento actuales®. Aunque a la variabilidad en la respuesta
a drogas contribuyen diferentes factores como edad, sexo, funcién organica,
interacciones entre drogas y naturaleza de la enfermedad, se ha observado
que una parte substancial estaria determinada por la presencia de variantes
genéticas en las moléculas que participan en los procesos farmacocinéticos
y farmacodinamicos. De este modo, la presencia de variantes genéticas en
moléculas involucradas en la via de folato puede influir tanto en la toxicidad
como en la eficacia de la quimioterapia con MTX. Hasta el momento, no hay
muchos estudios realizados en pacientes con osteosarcoma. Patifio-Garcia
y colaboradores0 hallaron una frecuencia significativamente mayor del geno-
tipo TT para la variante C677T del gen MTHFR en un grupo de nifios que
presentd toxicidad hematolodgica severa.

Asimismo, los niveles plasmaticos y la exposicidn sistémica a un far-
maco medida como el area bajo la curva, parecen relacionarse también con
la toxicidad y eficacia de la droga. Delepine y colaboradores'!, hallaron que
la respuesta histologica y la sobrevida en pacientes con osteosarcoma se
correlacionaban con una concentracion maxima (Cmax) de MTX mayor a
1000 mM al finalizar la infusion de 4 horas.

En nuestro pais aun existe escasa informacion acerca de la influencia de
factores farmacogenéticos y farmacocinéticos en la respuesta al tratamiento
de este tumor. El objetivo de este proyecto fue estudiar la asociacion entre
variantes genéticas de moléculas relevantes en los procesos farmacoldgi-
cos del MTX, la variabilidad farmacocinética y la respuesta al tratamiento
(eficacia-seguridad) en nifios con osteosarcoma.

PACIENTES Y METODOLOGIA

Pacientes:
Se incluyeron 22 pacientes menores de 16 afios con diagnéstico histold-
gico de osteosarcoma, en tratamiento segun protocolo GLATO 2006 (Proto-
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colo del Grupo Latino-Americano de Tratamiento de Osteosarcoma), segui-
dos por el Servicio de Hematologia-Oncologia del Hospital Pediatria “Prof.
Dr. Juan P. Garrahan”. Este protocolo incluye la administracion de 12 g/m2 de
MTX en infusiéon endovenosa de 4 horas.

El proyecto fue aprobado por el comité de Etica y Docencia e Investigacion
del Hospital. Los padres de los pacientes firmaron un consentimiento informa-
doy los pacientes un asentimiento informado. Fue un estudio prospectivo, clini-
co-farmacocinético-farmacogenético iniciado en enero de 2010. Hasta finales
de 2012 ingresaron 32 pacientes, de ellos, 22 aceptaron participar en el trabajo.

Analisis molecular
Se obtuvo ADN a partir de muestras de sangre periférica de los pacien-
tes mediante técnicas convencionales?2.

Analisis de variantes genéticas:

La variante genética c.80G>A en el gen RCF1, c.-24C>T en el gen
ABCC2 que codifica para la proteina MRP2, ¢.2756A>G en MS'y las varian-
tes mas comunes en MTHFR, C677T (c.665C>T) y A1298C (c.1286A>C), se
estudiaron mediante PCR y posterior digestion con enzimas de restriccidon
(13, 14, 15, 16). Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa de reso-
lucion ultrafina. La delecion de 19 pares de bases en el gen de la DHFR se
detectd mediante una PCR alelo especifica (17) (Tabla 1).

Tabla 1: Principales caracteristicas de las variantes genéticas analizadas

Temperatura  Tamafio del producto Enzima de

Gen Variante Exén/intron ficacio Secuencia de Ol . " L, Referencia
annealing amplificado ~ Restriccidn
MTHFR
¢.665C>T A 131801133 5'-(CTTGAACGGTGGAGGCC3'F
.Ala222Val  exén 4 A i
‘ S-CAMGMAAGCTGCGTGATGAT-3 R we 158t ffl
.1286A>C 5 - 3 Wielr tal 2001
¢.1286) PGl exonT 151801131 5-GCAAGTCCCCCAAGGAGG-3'F sc uskp Mboll ielmes et al
5-GGTCCCACTTCCAGATC-3'R
DHFR
9ub 5'-CCACGGTCGGGGTACCTGGG-3' F 6c
oo b intron 1 5-ACGGTCGGGGTGGCCEACTC3 mut 1WByRbp Johnson etal, 2004
insercion/delecion
5-AAAAGGGGAATCCAGTCGG-3' R
RCF1
. . 131051266 5-AGTGTCACCTTCGTCCCCTC3'F
¢.80A>G His27Ar exén2 7 i .
p. g 5 CTOCCOCGTGAAGTTCTT F 51°C 230bp Cfol  Changoetal. 2000
Ms

UG  pAspsgly exon2g SU0ET SUTGTICCAGACAGTTAGATGAARATCS'F 55C by Heell  Habibetal, 2005
5 GATCCARAGCCTTTTACACTCCTCS F

MRP2
1717620 5-ATGGTTGGGATGAAAGGTCA-3'F

X UTR ; ]
20T 5U S ATANTAATCTGGACTGCGTCTGEATCE R 55°C 150bp Taqalfal  Rau etal. 2006

F: foward, R: reverse
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Analisis Farmacocinético

En 12 pacientes se obtuvieron los niveles plasmaticos de MTX luego de
4, 24,48 y 72 horas de finalizada la infusion. Las concentraciones plasmati-
cas de MTX fueron realizadas por Inmuno ensayo por deteccion de floures-
cencia polarizada (FPIA, TDx, Abbot). El aclaramiento de MTX fue calculado
utilizando la velocidad de infusion de la droga y la concentracion alcanzada
en el estado estacionario. Se determind la concentracion plasmatica al final
de la infusion (Cmax) y el area bajo la curva (AUC).

PARAMETROS CLINICOS, DE TOXICIDAD Y EFICACIA

Parametros clinicos
Se registraron los datos de edad, sexo, subtipo histolégico y localizacién
del tumor.

Evaluacion toxicidad

Se evalud la presencia de toxicidad hepatica, dermatolégica (cutanea-
mucosa), hematoldgica, renal y neurolégica. La toxicidad fue evaluada duran-
te los 6 ciclos de 2 infusiones de MTX cada uno, durante 4 horas, de acuerdo
a los criterios de toxicidad NCI CTCAE version 3.0. (http://ctep.cancer.gov/
protocolDevelopment/electronic_applications/docs/ctcaev3.pdf)

Estos criterios establecen cinco grados de severidad. Para fines del ana-
lisis de asociacion la toxicidad fue considerada como una variable dicotdomica
(toxicidad severa (grado 3-4): presencia vs ausencia).

También se registraron los atrasos en el inicio de los ciclos de MTXy sus
principales motivos.

Marcadores de eficacia
* porcentaje de necrosis tumoral:
El grado de respuesta histolégica indicé el efecto o falla de la quimioterapia:

Grado I poco o ningun efecto de quimioterapia

respuesta parcial, representada por mas de 50% de necrosis
tumoral. Tumor viable esta presente.

mas de 90% del tumor se encuentra necrético, sin embargo se
encuentran focos de células tumorales (posiblemente viables)
maximo efecto quimioterapico. Ninguna célula tumoral
encontrada.

Grado II

Grado III

Grado IV
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Para el andlisis se consideré: buena respuesta a la quimioterapia un
porcentaje de necrosis tumoral mayor al 90%; pobre respuesta un porcen-
taje menor al 90%.

* sobrevida libre de eventos

Es el tiempo transcurrido desde el momento del diagndstico del tumor
hasta la fecha de la primera recurrencia, progresion de la enfermedad, o
recaida, aparicion de una segunda enfermedad maligna, muerte del pacien-
te. En caso que el paciente no presento eventos es el tiempo entre el diagnds-
tico del tumor y el ultimo control en el hospital.

* sobrevida global
Es el tiempo transcurrido desde el diagndstico del tumor hasta el falleci-
miento o ultima visita médica.

Analisis Estadistico

El analisis de asociacién entre genotipos y presencia de al menos un
evento de toxicidad severa se efectué mediante tablas de contingencia 'y Test
Exacto de Fisher. La asociacion entre parametros de exposicion a la droga 'y
presencia de toxicidad severa o variantes genéticas, se utilizé la Prueba de
Mann-Whitney.

La probabilidad de sobrevida libre de eventos (pSLE) y de sobrevida glo-
bal (pSG) fue estimada por el método de Kaplan-Meier para los pacientes
con los diferentes genotipos (18). La comparacion entre las curvas se realizé
aplicando el Test de Log-Rank (19).

El andlisis estadistico fue realizado utilizando la aplicacion informatica
SPSS (version 15.0) y StatXact (version 3.1).

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas

En el presente trabajo se incluyeron 22 pacientes con diagndstico de
osteosarcoma. Sus principales caracteristicas clinicas se detallan en la tabla 2.
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Analisis farmacocinético

Se analizaron 59 ciclos de altas dosis de MTX en 12 nifios. La mediana
de la dosis de MTX administrada fue de 17,2 g (rango: 8,4-22,2). La media-
na de la concentracion plasmatica de MTX al final de la infusion de 4 horas
fue de 1100 mM (rango: 714 — 1735 mM). La mediana del clearence de
creatinina fue de 145.7 ml/min/1.73m2 (rango 119.6-200.7) y fue estimada
por la férmula de Schwartz. La mediana del AUC fue de 6529 DM*h (rango:
5999-11470).

Tabla 2: Caracteristicas clinicas de los pacientes con Osteosarcoma

[ N %
Mediana 13,6
dad al diagnéstico ’
|E lagnosti Rango 3,9-15,9
IG , femenino 12 54,5
énero "
masculino 10 45,5
total 22
fémur 12 80,0
Localizacion humero 5 33,3
tibia 5 33,3
total 22
osteoblastico 13 86,7
Subtipo histolégico ’
P g osteoblastico-condroblastico 2 13,3
total 15
Buena s 50,0
IRespuesta al tratamiento (mayor a 90% de necrosis tumoral) ’
% de necrosis tumoral)*
) Pobre s 50,0
(menor al 90%)
total £
*Seis pacientes no fueron evaluables para % de necrosis tumoral.
IPresencia de Metdstasis aus,ente Lo o 63,6
al diagnéstico 8 36,4
total 22
vivo 14 63,6
Estado !
fallecido 8 36,4
total 22

Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas y alélicas para las 6 variantes genéticas
estudiadas en 5 genes de la via del folato se detallan en la tabla 3. Todos los
genotipos estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05).
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Tabla 3: Distribucion de variantes genéticas en 22 nifios con Osteosarcoma

€.665C>T en MTHFR n % c.80A>G en RFC1** n %
cC 10 45,5 GG 5 23,8
CcT 8 36,4 GA 14 66,7
TT 4 18,2 AA 2 9,5
total 22 100 total 21 100
Frecuencia del alelo T: 0,4 Frecuencia del alelo A: 0,4
¢.1298A>C en MTHFR n % c.-24C>T en ABCC2 n %
AA 11 50,0 cc 15 75,0
AC 11 50,0 cT 6 20,0
cC 0 - T 1 5,0
total 22 100 total 22 100
Frecuencia del alelo C: 0,3 Frecuencia del alelo T:0,18
19 pb INDEL en DHFR n % €.2756A>G en MS n %
no del* homocigota 7 31,8 AA 18 81,0
no del/del 7 31,8 AG 3 14,3
del* homocigota 8 36,4 GG 1 4,8
total 22 100 total 22 100
Frecuencia del alelo del : 0,5 Frecuencia del alelo G: 0,11

**Para la variante en RCF1 en un paciente no fue posible

*del: delecion, pb: pares de bases determinar el genotipo

Variantes Genéticas, Farmacocinética y Toxicidad

La toxicidad al tratamiento fue evaluada durante los 6 ciclos de altas
dosis de MTX. En este analisis se incluyeron 16 pacientes, se evaluaron 67
ciclos de dos infusiones de MTX cada uno de ellos. La toxicidad severa mas
frecuentemente encontrada fue la hepatica (Figura R1).

En lo referido a las variantes genéticas y los eventos de toxicidad severa,
se ha observado que los pacientes con al menos un alelo T para la variante
C677T en MTHFR presentaron una proporcion ligeramente mayor de toxici-
dad hematoldgica severa y de mucositis severa. Por otro lado, se ha detec-
tado que en el grupo de pacientes con al menos un alelo delecionado en el
gen de DHFR hubo una tendencia a mayor proporcion de eventos de hepa-
toxicidad severa. Todos los nifios con genotipo CC para la variante c.-24C>T
en ABCC2, asociada a una expresion normal del gen, tuvieron un atraso en el
inicio de quimioterapia en alguno de los ciclos evaluados.

Para las otras variantes genéticas la distribucion de eventos severos fue
similar para cada uno de los genotipos (Tabla 4).
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Figura R1. Distribucion porcentual de eventos severos (grado 3-4) de toxicidades mas
frecuentes en pacientes con osteosarcoma (n=16) durante las infusiones de MTX a altas

dosis.

nimero de eventos severos (%)

55,7%

22,9%

17,1%

4,3%

severa severa

Toxicidades mas frecuentes

Febril

Tabla 4: Asociacion de las variantes genéticas y presencia de algun evento de toxici-
dad severa en una serie de 16 nifios con osteosarcoma.

Variante c.665C>T en MTHFR

toxicidad severa

e Atrasoen | Hematotoxicidad | Hepatotoxicidad Mucositis Neutropenia
— *QuT Severa Severa severa Febril
si_ [no| si | no si_ | no si_ | no si_ | no
cc 8 | 2 3 |7 7 | 3 5 [ s 1 [ 9
CT+TT 5 [ 1 s |1 5 | 1 5 | 1 2 | 4
D (test_exacto de Fisher) 1,00 0,11 1,00 0,30 0,51
Variante 19 pb INDEL en DHFR y toxicidad severa
Atrasoen | Hematotoxicidad | Hepatotoxicidad Mucositis Neutropenia
*QmT Severa Severa severa Febril
si [no|[ si | no si | no si_ | no si_ | no
no del* homocigota 5 | 2 4 | 3 4 | 3 4 | 3 1 | 6
no del/del + del* homocigota 8 | 1 4 | s 8 | 1 6 | 3 2 | 7
p (test exacto de Fisher) 0,55 1,00 0,26 1,00 1,00
Variante ¢.80A>G en RFC1 y toxicidad severa
Atrasoen | Hematotoxicidad | Hepatotoxicidad Mucositis Neutropenia
*Qmt Severa Severa severa Febril
si [no|[ si | no si_ | no si_ | no si_ | no
GG 2 |1 2 | 1 2 | 1 1 [ 2 o | 3
GA+AA 1 | 2 6 | 7 10 | 3 9 [ 4 3 | 10
D (test exacto de Fisher) 0,48 1,00 1,00 0,51 1,00
Variante c.-24C>T en ABCC2 y toxicidad severa
Atraso en Hematotoxicidad | Hepatotoxicidad Mucositis Neutropenia
*QmT Severa Severa severa Febril
si_ [no| si | no si_ | no si_ | no si_ | no
cc s | o s | 4 8 | 1 6 | 3 3 [ 6
CT+TT 4| 3 3 | 4 4 | 3 4 | 3 o [ 7
b (test exacto de Fisher) 0,06 1,00 0,26 1,00 0,21
Variante ¢.2756A>G en MS y toxicidad severa
Atraso en Hematotoxicidad | Hepatotoxicidad Mucositis Neutropenia
*qQmT Severa Severa severa Febril
si_ [no| si | no si_ | no si_ | no si_ | no
AA 9 | 2 4| 9 | 6 | 5 | o
AG+GG 3 |1 3 | 1 2 | 2 3 [ 1 1 | 3
D (test_exacto de Fisher) 1,00 0,28 0,51 0,60 1,00

*quimioterapia
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En cuanto a la farmacocinética del MTX y su asociacion con toxicidad, se
detecto que los nifios que presentaban un mayor AUC tenian una frecuencia
ligeramente mas alta de hepatotoxicidad severa (p=0,12).

No se detecté una asociacion significativa entre las variantes genéticas
y la concentracion plasmatica de MTX a las 4 horas y 24 horas. Cuando se
analizé la asociacion entre las variantes genéticas y el AUC, se observo que
los pacientes que presentan al menos un alelo alterado en MRP2 (CT+TT)
tuvieron valores ligeramente mas altos de AUC que los pacientes con geno-
tipo CC, (p=0,55).

Variantes Genéticas y Parametros de Eficacia

La respuesta histologica pudo evaluarse en 16/22 pacientes. El 50% de
los nifios tuvieron un porcentaje de necrosis tumoral mayor al 90% vy, por lo
tanto, buena respuesta histoldgica.

Cuando se evaluaron las variantes genéticas y el porcentaje de necrosis
tumoral, se observé que en el grupo de pacientes con al menos un alelo 7677
para MTHFR, 5/7 pacientes tuvieron buena respuesta histolégica, mientras
que entre los pacientes con genotipo CC, 6/9 tuvieron una pobre respuesta
(p=0,31; test exacto de Fisher). La confirmacion de este hallazgo en un mayor
nuamero de paciente podria indicar que la presencia de la variante T677 aso-
ciada a una disminucion de la actividad de MTHFR, podria asociarse a una
buena respuesta histologica a la quimioterapia. La distribucion de los genoti-
pos para las otras variantes fue similar entre los pacientes con buena y pobre
respuesta histoldgica.

El 45,4% de los pacientes (n=10) presentaron eventos: 2 pacientes pre-
sentaron recaida (metastasis pulmonar), seis, progresion de enfermedad,
uno muerte por toxicidad y uno muerte en remision completa.

Actualmente, estan vivos 14 pacientes y ocho fallecieron; la causa mas
frecuente de muerte fue la progresion de la enfermedad (75% de los casos).

La curva de sobrevida global (SG) para el grupo de pacientes estudiados
se muestra en la figura R5. La probabilidad de SG a los tres afios fue de 53%.

El analisis de asociacion entre las variantes genéticas y los parame-
tros de eficacia del tratamiento fue exploratorio ya que el tamafio muestral
resulto limitado. El analisis independiente de cada una de las variantes gené-
ticas estudiadas no mostré asociacion significativa con los parametros de
sobrevida evaluados.
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Figura R2. Porcentaje de SObrevida Global en 15 nifios con osteosarcoma
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DISCUSION

En el presente trabajo se realizé la caracterizacion de 6 variantes gené-
ticas en 5 moléculas involucradas en la farmacologia del metotrexato en 22
pacientes pediatricos con osteosarcoma. La finalidad del estudio fue evaluar
la asociacion de las variantes con parametros farmacocinéticos del MTX y
con la respuesta al tratamiento (eficacia-toxicidad).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes fueron similares a las des-
criptas en otras poblaciones de pacientes con esta patologia?©.

Enlo que refiere al andlisis de toxicidad, la toxicidad hepatica y mielotoxi-
cidad severa fueron los eventos adversos mas frecuentes durante los ciclos
de altas dosis de MTX. En la serie evaluada se vio que los pacientes con
genotipo CTy TT para C677T para MTHFR tuvieron una tendencia a presen-
tar una mayor proporcién de toxicidad hematoldgica severa. Este hallazgo se
encuentra en parcial concordancia con los resultados de Patifio y colabora-
dores'0 quienes encontraron en 96 nifios con osteosarcoma que la presencia
del genotipo TT se asociaba a un mayor riesgo de toxicidad hematolégica
severa. Los resultados también fueron similares a los descriptos en un estu-
dio realizado en nifios con LLA de nuestro Hospital (20). Los pacientes con
al menos un alelo T para la variante C677T mostraron también una tenden-
cia aumentada a presentar mucositis severa. Este hallazgo esta de acuerdo



Fundacién Alberto J. Roemmers 45

con los resultados de Ulrich y colaboradores (21) quienes describieron una
asociacion entre la variante C677T y un mayor indice de mucositis en 220
pacientes con leucemia mieloide cronica.

Por otro lado, los nifios con al menos un alelo deletado en DHFR, tuvie-
ron una tendencia aumentada a presentar hepatoxicidad severa. Es sabido
que la delecion 19 bp en el intrén 1 de DHFR altera la expresion de este gen
(22). Ongaro y colaboradores (23) describieron que los portadores de la dele-
cion en DHFR presentaban un aumento significativo de eventos toxicidad
hepatica en un estudio realizado en pacientes adultos con LLA.

En este estudio se inicid la caracterizacion farmacocinética del meto-
trexato a altas dosis. Se ha observado una ligera asociacion entre niveles
mas altos de AUC para MTX y la presencia de hepatotoxicidad severa. En
relacion a las variantes genéticas, se detectd que aquellos pacientes con
presencia de la variante -24T en el UTR del exén 1 de ABCC2, mostraban
una tendencia a presentar niveles plasmaticos mas altos de MTX. La region
en la cual se produce el cambio genético en ABCC2 es una parte esencial del
sitio promotor del gen que se expresa en células hepaticas (24) y este cambio
genético podria tener un efecto en la regulacién transcripcional de MRP2
(25). La deteccion de esta asociacion en un mayor numero de pacientes con-
firmaria que la presencia del alelo -24T podria afectar la farmacocinética del
MTX. En este sentido, Rau y colaboradores (14) describieron que la media
del area bajo la curva para MTX fue significativamente mas alta en nifias con
LLA que presentaban al menos un alelo -24T.

Con respecto a la eficacia del tratamiento, los resultados fueron dificiles
de interpretar debido al reducido nimero de pacientes incluidos. El analisis
preliminar de las variantes genéticas y las curvas de supervivencia no mostro
una asociacion significativa. Seria necesario contar con un mayor nimero de
pacientes y un periodo de seguimiento mas prolongado para confirmar estos
datos exploratorios.

La ejecucién de este estudio permitié realizar por primera vez en nues-
tro pais, la caracterizacion farmacogenética y farmacocinética del MTX en
nifios con osteosarcoma. El reconocimiento de la influencia de variantes
genéticas y los parametros farmacocinéticos, contribuira a optimizar la tera-
péutica, brindando a cada paciente una mejor alternativa de tratamiento,
maximizando la eficacia y minimizando los efectos adversos a este antime-
tabolito.
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ABSTRACT

Introduction

Although enormous progress has been achieved in the survival rate of
childhood osteosarcoma, in 40% of cases the outcome is still fatal. High-
dose-methotrexate (HD-MTX) is a standard component for the osteosarcoma
treatment. Genetic variants in molecules involved in the folate pathway seem
to modulate therapy response to MTX.

The aim of this study was to characterize HD-MTX-pharmacokinetics/
pharmacogenetics (PK/PG) and to evaluate the influence of the most com-
mon genetic variants in genes of folate pathway on the outcome of treatment
(toxicity-efficacy) in Argentinean children with osteosarcoma.

Patients and Methods

Samples from 22 patients treated with GLATO-Protocol-2006 were
analyzed. Genetic variants for the genes RCF1 (c.80G>A), DHFR (19-pb-
INDEL), MTHFR (c.665C>T and c.1286A>C), MS (c.2756A>G) and ABCC2
(c.-24C>T) were identified by PCR-RFLP or allele-specific PCR. MTX plasma
concentrations were analyzed by FPIA. The MTX area under the curve (AUC)
was calculated. Toxicity was evaluated during HD-MTX cycles according to
NCI-CTCAE-v3 criteria. The association between toxicity and genotypes was
assessed by Fisher-exact Test. Treatment efficacy was determined histologi-
cally by the tumor necrosis percentage and as the overall survival probability,
estimated by Kaplan-Meier analysis.

Results

Children who carried at least one 677T allele variant in MTHFR showed
slight higher proportion of severe hematologic toxicity and severe mucositis.
Patients with at least one deleted allele in DHFR presented a higher frequen-
cy of severe hepatotoxicity events. The median (range) AUC was 6.529 mM*h
(5.099-11.472). A trend towards association between AUC and hepatotoxic-
ity was observed. Patients with CT/TT genotype for the c.-24C>T showed
slightly higher levels of AUC than children carrying CC genotype. None of
the genetic variants evaluated seemed to influence significantly in treatment
efficacy parameters.

Conclusion

This is the first PK/PG study in pediatric osteosarcoma patients per-
formed in Argentina. Further studies would be necessary to confirm these
results in order to improve HD-MTX treatment for osteosarcoma.
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INTRODUCCION

Las cepas de HIV-1 pueden caracterizarse como X4 o R5 en funcion
de su tropismo, definido como la habilidad para utilizar los co-receptores
celulares CXCR4 o CCRS5 presentes en las células CD4+, ambos necesa-
rios para la infeccion. Se considera que las cepas R5/ Macrofago-trépicas
o NSI (no Inductoras de Sincicios) son las que se transmiten de un individuo
a otro, ya que se encuentran mayoritariamente en primoinfeccion, mien-
tras que las X4/ T-tropicas o Sl (Inductoras de Sincicios) se encuentran en
etapas tardias de la enfermedad, asociandose con un importante deterioro
inmunologico y clinico [Moore 1997, Ostrowski et al. 1998, Daar et al. 2007,
Koot et al. 1993].

En estudios previos, hallamos que el 14% de los nifios HIV-1 infecta-
dos por transmision vertical presentaban cepas virales Sl en etapas tempra-
nas de la infeccion (primoinfeccion), mientras que en los aislados obtenidos
de nifios en etapas tardias, el 28% de los aislados resulto ser S| [Kopka et
al. 2002 y datos no publicados de nuestro grupo]. En un pequefio grupo de
pacientes (n=5), se pudieron identificar tanto cepas S| como NSI en muestras
obtenidas a distintos tiempos, evidenciando el “switch fenotipico” in vivo.

Es posible que este “switch” en el uso de co-receptores esté asociado
a una transicion gradual en la cual los virus R5 van evolucionando y adqui-
riendo la capacidad de usar el CXCR4, pasando por un estado intermedio
de tropismo dual [Cho et al. 1998, Huang et al. 2007, Berger et al. 1999]. Por
otro lado, podria existir una evolucion independiente de las sub-poblaciones
virales con diferente tropismo que coexisten en el individuo [Fernandez et al.
2006, Westby et al. 2006] y factores externos influirian en modular la propor-
cion relativa de ambos que se observan in vivo. Es nuestro objetivo investigar
estas dos hipotesis en el grupo de pacientes con “switch fenotipico”.

[49]
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La determinacién del tropismo viral es actualmente un requisito para los
pacientes infectados por HIV-1, previo a la prescripcion de drogas inhibidoras
del CCR5 (Maraviroc, Vicriviroc) ya que solo aquellos individuos que por-
ten exclusivamente cepas R5 se beneficiarian con estas nuevas drogas. Sin
embargo, las metodologias de referencia para la determinacion del tropismo
de HIV-1 son de alto costo y dificil implementacion ya que involucran el cultivo
del HIV-1 enlineas celulares CD4+ que expresan diferencialmente uno u otro
co-receptor. Dado que existe una correlacion entre la secuencia aminoacidi-
ca del loop V3 de la gp120 (codificada por el gen env) y el tropismo viral, se
han desarrollado algoritmos predictivos del tropismo basados en secuencias
de estaregion del env (regla 11/25, algoritmo PSSM, Geno2pheno) que resul-
tan mucho menos costosos y laboriosos que el cultivo viral. Sin embargo,
una limitante de estos métodos es que Unicamente ponderan cambios ami-
noacidicos en la region del loop V3 y su sensibilidad es variable de acuerdo al
subtipo del HIV-1y a la poblacién de estudio [Soulie et al. 2008, Garrido et al.
2008, Jensen et al. 2003, Garrido et al. 2008]. Ademas de estar basados en
cepas de subtipo B exclusivamente, es posible que los algoritmos necesiten
incorporar otras regiones del env ademas del loop V3, ya que recientemente
se ha evidenciado que otras regiones del env (dentro de gp120 y gp41) tam-
bién contribuyen a determinar el tropismo viral [Huang et al. 2008, Pastore
et al. 2007, Coetzer et al. 2008]. A la vez, caracteristicas conformaciona-
les de las glicoproteinas de la membrana viral (cores hidrofébicos, dominios
transmembrana, estructuras secundarias, etc..) codificadas en env podrian
también influir en el uso diferencial de los co-receptores celulares [Stamata-
tos et al. 1993, Watabe et al. 2006]. En Argentina, dada la alta frecuencia de
variantes HIV-1 de subtipo BF, es aun necesario identificar las mutaciones
implicadas en el uso diferencial de co-receptores y evaluar la aplicabilidad de
las herramientas actualmente disponibles para la prediccién del tropismo, o
desarrollar nuevos algoritmos que sean de utilidad para nuestra poblacion.

Nuestro grupo de estudio nos presenta la oportunidad de explorar la
evolucion del HIV-1 intra-individuo dadas sus caracteristicas particulares: las
muestras a analizar corresponden a infecciones perinatales, en las que se
conoce el tiempo de infeccion y hay virtual ausencia de re-infecciones. Ade-
mas, la comparaciéon de secuencias virales aisladas de cepas con diferente
tropismo de un mismo paciente permite limitar el nimero de cambios obser-
vados y a la vez inferir un orden de causalidad.

El objetivo del trabajo fue estudiar las variaciones genéticas del gen env
de HIV-1 un grupo de individuos infectados por transmision vertical que pre-
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sentan cambios de tropismo a lo largo de la infeccién a fin de determinar
la concordancia entre el fenotipo observado in vitro y el tropismo obtenido
por métodos predictivos basados en las secuencias del gen env, a la vez de
encontrar patrones comunes de cambio entre las variantes con igual tropis-
mo. Ademas, se analizaron las relaciones filogenéticas entre los clones a fin
de determinar el modo de evolucion de las variantes virales.

METODOLOGIA

Determinacion del fenotipo del HIV-1 in vitro:

En el presente proyecto se utilizaron cepas de HIV-1 previamente carac-
terizadas en funcion de sus caracteristicas fenotipicas y tropismo viral de la
siguiente manera:

a) Determinacion de la capacidad de inducir la formacioén de Sinci-
cios celulares por infeccién de células MT-2. Esta es una linea celular que
expresa el co-receptor CXCR4, y permite la caracterizacion de las cepas de
HIV-1 como SI/ NSI.

Estudio de la evolucién viral intra-huésped mediante el seguimiento
del env:

a) Amplificacion del gen env de HIV-1 Se amplificd una regién de
700pb correspondiente a las regiones C2- V5 de la gp120 mediante PCR
anidada.

b) Clonado y secuenciacion: Los amplicones obtenidos por PCR se
clonaron en el vector TOPO TA y se transformaron bacterias E. coli quimio-
competentes. Se obtuvieron de 6 a 12 clones por tiempo de estudio, y luego
de amplificarlos se secuenciaron en el secuenciador automatico ABI 3130
(Applied Biosystems). Las secuencias fueron analizadas con Softwares para
andlisis de secuencias (Lasergene, Chromas y MEGA 3.1).

c) Prediccion del tropismo viral: Se utilizaron los algoritmos bioinfor-
maticos disponibles on-line Geno2Pheno y PSSM.

d) Estudios filogenéticos: las secuencias se alinearon y editaron con
MEGA 5.05. Se utilizé el métodos de Neighbor-Joining para la construccion
de arboles filogenéticos, bajo el modelo de Tamura-Nei.
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RESULTADOS

La frecuencia de clones X4 y R5 fue diferente para cada uno de los indi-
viduos estudiados, y resulté concordante con el fenotipo determinado en cul-
tivo sobre células MT-2 en los casos 3 y 4 pero no en los casos 1y 2. Contra-
riamente a lo esperado, en el individuo 1 no se encontré presencia de clones
X4 en ninguno de los tiempos estudiados (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia de clones X4 y R5 de los 4 individuos estudiados

Casos Edad Fenotipo en % clones X4 % clones R5 Nro. clones
(afos) cultivo
1 3 S| 0 100 12
1 4 NSI 0 100 10
1 10 S| 0 100 6
2 9 NSI 50 50 9
2 10 NSI 100 0 4
2 1 S| 100 0 9
3 12 S| 100 0 12
3 16 NSI 28 72 12
3 19 S| 50 50 12
4 9 NSI 43 57 10
4 13 NSI 22 78 8
4 15 SI 100 0 10

De acuerdo al tropismo viral caracterizado con los programas Geno-
2Pheno y PSSM (basados en el loop V3), se agruparon y compararon los
clones X4 y R5 de cada individuo a fin de identificar cambios aminoacidicos
que pudieran actuar como determinantes del tropismo viral fuera del loop V3,
ya que la secuencia analizada incluye también las regiones C2, C3, V4 y C5.
Aunque no pudieron identificarse cambios asociados al tropismo viral que
estuvieran conservados en todos los clones con igual tropismo de los 4 indi-
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viduos, en el individuo 1 se observé la presencia de un sitio de glicosilacion
unicamente en los clones R5 que estaba ausente en los clones X4.

Los analisis filognéticos de los clones obtenidos de los individuos 2, 3y
4 demostraron divergencia entre los clones X4 tempranos y tardios, sugirien-
do un origen independiente de poblaciones virales con igual tropismo. En el
individuo 1 todos los clones R5 obtenidos fueron muy similares entre si, no
pudiendo evidenciar diversidad de variantes en este individuo a pesar de su
fenotipo cambiante.

La determinacion del subtipo del HIV-1 realizada por comparacion de las
secuencias nucleotidicas con subtipos de referencia para el grupo M demostré
que el HIV-1 de los 4 individuos estudiados es de subtipo F en el gen env, lo cual
era esperado dada la alta frecuencia de recombinantes BF en nuestro pais.

CONCLUSIONES

Los hallazgos demuestran la necesidad de mejorar el conocimiento de
los determinantes del tropismo en el gen env del HIV-1 para aumentar la
sensibilidad de los métodos predictivos usados actualmente previo a la admi-
nistracion de drogas inhibidoras de los co-receptores. La falta de correlacion
entre los métodos fenotipicos y los basados en el genotipo podrian deberse
a factores no considerados en los algoritmos como ser el subtipo viral, la
presencia de sitios de glicosilacion, entre otros.

En 3 individuos se observo divergencia entre clones con tropismo X4
tempranos y tardios, sugiriendo que las variantes X4 mas citopatogénicas
y asociadas con inmunosupresion y progresion a SIDA no tienen un Unico
origen, sino que podrian provenir de fuentes diferentes segun el momento
de estudio.

RESUMEN EN ESPANOL

El tropismo del HIV-1 depende del co-receptor que utiliza el virus para
ingresar a la célula blanco. In vitro, el tropismo viral puede determinarse
mediante el ensayo de formacién de sincicios sobre las células MT2, siendo las
cepas inductoras de sincicios celulares (Sl) las que usan el co-receptor CXCR4
y las no inductoras de sincicios celulares (NSI) las que usan el co-receptor
CCRS. Dado que el HIV-1 interacciona con sus co-receptores por medio de la
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gp120 codificada en el gen env, su secuencia puede utilizarse para predecir el
tropismo con algoritmos bioinformaticos y caracterizarlo como X4 o R5.

El objetivo del trabajo fue estudiar los determinantes de tropismo viral,
la evolucidn, frecuencia y diversidad de variantes de HIV-1 con tropismo
diferencial X4 o R5 en 4 individuos infectados por transmision vertical que
poseian cepas Sl y NSl a lo largo del tiempo.

Se amplificé y clond un fragmento del gen env a partir de células mono-
nucleares totales en 3 tiempos de cada individuo. Se secuenciaron 8-10 clo-
nes de cada tiempo y se analizaron con los programas PSSM y Geno2pheno
para predecir el tropismo viral (X4/R5) y las relaciones filogenéticas entre los
clones se evaluaron por Neighbor-Joining con el programa MEGA 5.05. En
tres de los nifios estudiados se hallé6 una mezcla de poblaciones HIV-1 X4 y
R5 en cada tiempo con una frecuencia mayor a un 50% cuando el tropismo
caracterizado era Sl. En el cuarto caso, a pesar de fenotipicamente presentar
variantes NSl y Sl, genotipicamente todos los clones en los tres tiempos pre-
sentaron variantes R5. Contrariamente a lo esperado, las variantes X4 tem-
pranas y tardias difieren evolutivamente, sugiriendo un origen independiente.

Los hallazgos demuestran la necesidad de mejorar el conocimiento de
los determinantes del tropismo en el gen env del HIV-1 para aumentar la
sensibilidad de los métodos predictivos usados actualmente previo a la admi-
nistracion de drogas inhibidoras de los co-receptores.

RESUMEN EN INGLES

The tropism of HIV-1 depends on the co-receptor used by the virus to
enter the target cell. In vitro, viral tropism can be determined by the syncytia
formation assay on MT2 cells. Syncytia-inducing strains (Sl) use the CXCR4
co-receptor and the not syncytia-inducing (NSI) use the CCR5 co-receptor.
Since HIV-1 interacts with its co-receptors through gp120 encoded in the env
gene, its sequence can be used to predict HIV-1 tropism with bioinformatic
algorithms that characterize HIV-1 strains as X4 or R5.

The objective was to study the determinants of viral tropism, evolution,
frequency and diversity of HIV-1 variants with differential X4 or R5 tropism in
4 HIV-1 vertically-infected individuals with S| and NSI strains over time.

An env gene fragment was amplified and cloned from peripheral blood
mononuclear cells at 3 study periods for each individual. 8 to 10 clones were
sequenced and analyzed with PSSM and geno2pheno programs to predict viral
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tropism (X4 or R5). Phylogenetic relationships among clones were evaluated by
Neighbor-Joining with the program MEGA 5.05. In three of the individuals we
found a mixture of HIV-1 populations X4 and R5 at each time with a frequency
greater than 50% when the phenotype was Sl. In the fourth case, all clones
were characterized as R5 in discordance with the viral phenotype. Contrary to
expectations, most individuals showed a different evolution of early and late X4
variants, suggesting an independent origin of strains with concordant tropism.

Our findings indicate that determinants of tropism still need to be iden-
tified in the HIV-1 env gene in order to improve the sensitivity of tropism-
prediction methods currently used before the administration of co-receptors
inhibitor drugs.
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Lic. Juan Ignacio Basile
Instituto de Medicina Experimental (IMEX) - CONICET. Academia Nacional
de Medicina.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad crénica cuyo agente etioldgico es
Mycobacterium tuberculosis (Mth), un bacilo intracelular obligatorio que ingre-
sa en su huésped por via aérea a través de pequenas gotas que lo contienen.
En el pulmén, parasita a los macréfagos alveolares (M®) siendo las primeras
células en ser infectadas por Mtb'. Los M® infectados, como asi también las
células dendriticas inician una respuesta inflamatoria con influjo de neutroéfilos
(PMN), linfocitos y monocitos (Mo) por efecto de factores quimiotacticos pre-
sentes en el foco infeccioso. La respuesta inmune generalmente contiene la
infeccion, pero no elimina la bacteria, aunque el dafio se minimiza por fagocito-
sis de la bacteria con posterior formacion de una barrera de células inflamato-
rias rodeando al M® infectado que se conoce como granuloma.

En Argentina, la TB multirresistente a drogas (MDR-TB) emergié como
consecuencia de un brote hospitalario en pacientes con SIDA (2,3), en la ciu-
dad de Buenos Aires y Rosario a principios de los 90, diseminandose luego
en la comunidad (4, 5). Se considera que una cepa de Mtb es MDR cuando
presenta resistencia a las dos drogas antituberculosas por excelencia, iso-
niazida y rifampicina®. Estudios epidemioldgicos, bacteriolégicos como asi
también de genotipificacion, permitieron identificar a la cepa M, aislada en
el Hospital Muniz y perteneciente a la familia Haarlem, y a la cepa Ra, ais-
lada en la ciudad de Rosario (familia Latinoamericana-Mediterranea) ambas
multirresistentes a drogas. La cepa M en particular, resulté ser muy préspera
en nuestros pais a pesar de haber adquirido varios genes de resistencia sin
perder capacidad de diseminacion.

Clinicamente, la evolucion de la TB sensible (S-TB) y la MDR-TB es dife-
rente. La MDR-TB es una forma mas severa de la TB con evolucion desfavora-
ble especialmente si esta asociada a HIV. Ademas, los genotipos MDR tienden

[57]
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a ser mas virulentos, generan mas cavidades y provocan dificultades respirato-
rias mas severas con una gran carga bacilar?. Se sabe que larespuesta inmune
mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+ antigeno-especificos productores de
IFN-y y citotoxicos (CTL) son criticos para el control de la infeccién por Mtb.
Existen linfocitos T que modulan la respuesta inmune al Mtb. Recientemente
se ha descrito una nueva subpoblacion de linfocitos T CD4+ que secretan inter-
leuquina 17 (IL-17), llamados Th17, que se distinguen de los linfocitos T cola-
boradores (Th1 y Th2) convencionales y de los T reguladores (Treg) (8-9). En
humanos, los Th17 se diferenciarian en presencia de IL-1 mientras que IL-6,
TGF-B e IL-23 amplificarian esta respuesta (10,11). Los Th17 son poco sensi-
bles a la inhibicion por IL-4 o por células Treg y presentan escasa actividad
CTL. Se ha demostrado en pacientes con S-TB un aumento in vitro de linfocitos
T CD4+IL-17+ en respuesta a la cepa de referencia H37Rv de Mtb, contribuyen-
do en los procesos inflamatorios caracteristicos de la TB.

La IL-17 es una citoquina proinflamatoria que juega un papel importante
en la autoinmunidad?2, rechazo de injertos?3 y en la respuesta inmune contra
patégenos intracelulares (14). Dentro de las funciones asignadas a la IL-17 se
encuentran inducir el reclutamiento y activaciéon de los PMN y desencadenar
en ellos la produccion y liberacion de citoquinas y quemoquinas proinflamato-
rias (15). A pesar de que los linfocitos T CD4+ son la principal fuente de aporte
de IL-17 (16, 17-21) también se ha descrito dicha produccién para las poblacio-
nes de células T CD8+, linfocitos T yd*, células NK 'y células NKT (22-24)

En los ultimos afios nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las
cepas My Ra de Mtb inducen un perfil de linfocitos T colaboradores 1/T-cola-
boradores 2 (Th1/Th2) alterado en células de individuos sanos (PPD*HD) y
de pacientes con TB activa, siendo la cepa M un inductor débil de IFN y de
CD8-dependiente de la actividad citotdxica (21).

El objetivo general de este proyecto fue investigar la respuesta Th17 en
linfocitos T CD4+, CD8+*y Tgd* enfrentados a diferentes cepas de Mtb perte-
necientes a las familias Haarlem y Latinoamericana-Mediterranea aisladas
en Argentina y su contribucion a la fisiopatogenia tanto en pacientes con
S-TB o MDR.

En el presente trabajo, se evalué la capacidad de las cepas M y Ra para
estimular la produccion de IL-17 en pacientes con tuberculosis y en PPD*HD.
Demostramos que las cepas M y Ra aumentan significativamente el nivel de
células IL-17+. La respuesta TH17 dependié mayoritariamente de células T
CD4+y CD8*y en los pacientes con MDR-TB, y se asoci6 fuertemente con
carga antigénica persistentemente alta.
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RESULTADOS

En primera instancia comprobamos que la expresion de IL-17 fue supe-
rior en cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) a 48
h en comparacion con los cultivos de 5 dias. Por lo cual de aqui en mas todos
los experimentos se realizaron a 48 h Figura 1.
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Figura 1: Porcentaje de Linfocitos T CD4*IL17+ a 48 h y 5 dias de estimulacion sobre
la region de linfocitos. A) Ensayos sobre pacientes con MDR-TB. B) Ensayo sobre
pacientes con S-TB. C) Ensayo sobre dadores sanos (PPD+HD).

La capacidad de las cepas MDR-Mtb de expandir la poblacion de célu-
las Th17 de paciente MDR-TB, S-TB e individuos sanos PPD*HD se evalud
utilizando la cepa de referencia de Mtb H37Rv. El porcentaje de los linfocitos
T CD4+, CD8+*y yd* productores de IL-17 se determino dentro de la region de
linfocitos (Figura 2 A, By C).

Dado que las células Th17 expresan de manera constitutiva el receptor
para IL-23 (IL-23R) (25), dicha expresion se determiné en CMSP de paciente
con MDR-TB, S-TB y PPD+HD. Los cultivos ex vivo de CMSP de pacientes
con TB mostraron porcentajes de linfocitos T IL23R* mas elevados en com-
paracion con los linfocitos T IL23R* procedentes de CMSP de PPD+HD (Figu-
ra 3). En linea con esto ultimo, las células T yd* arrojaron datos mas altos de
células IL23R* en comparacion con la subpoblacion de linfocitos T CD4+.
Esta ultima diferencia no pudo ser evidenciada en PPD*HD. Ademas, luego
de la estimulacion con la diferentes cepas de Mtb pudimos observar que la
cepa M fue la mayor inductora y la Unica capaz de generar dicha expansién
en cultivos de CMSP de PPD+HD Figura 4.
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Figura 2: Las células Th17 fueron expandidas como resultado de la estimulacién con las
cepas MDR-Mtb (M y Ra). El porcentaje de linfocitos T CD4*, CD8* y y&* que expresan
IL-17 se determind por citometria de flujo (FASC) para los “gates” de cada subpoblacion
mencionada. Los resultados son expresados como (A) porcentaje de células CD4+IL-17+,
(B) porcentaje de células CD8*IL-17*, and (C) porcentaje de células T yo*IL-17+. * =P <
0.05 para diferencias entre cultivos estimulados con las distintas cepas de Mtb y el con-
trol no estimulado; a = P <0.05 para diferencias encontradas entre pacientes con MDR-
TB vs S-TB; b = P <0.05 para pacientes MDR-TB o0 S-TB vs PPD*HD.
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Figura 3: Grafico representativo de la determinacién de la expresion basal para el
receptor de IL-23R en cultivos ex vivo de CMSP de paciente MDR-TB y PPD+HD para
las subpoblaciones T CD4+y CD8*
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Figura 4: Expresion del receptor de IL23R en cultivos a 48 h estimulados con dos
cepas diferentes de Mtb pertenecientes a la misma familia Haarlem. La determinacion
se ensayo sobre CMSP pacientes MDR-TB como también sobre individuos normales
PPD*HD.

Habiendo observado la alta capacidad de las cepas M y Ra para inducir
IL-17, quisimos determinar si se trataba de una caracteristica de estas cepas
MDR-Mtb, o si es compartido con cepas S-Mtb pertenecientes a la misma
familia. A estos efectos, dos aislados clinicos sensibles fueron selecciona-
dos, la cepa 10406 (Ls), un representante de la familia Latinoamericana-
mediterranea relacionada con la cepa Ra, y 10475 (Hs), un representante de
la familia Haarlem relacionada con la cepa M.
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Figura 5: Expansion de células CD4+ IL-17+ inducida por diferentes cepas pertene-
ciente a las familias Haarlem y Latinoamericano-Mediterraneo tanto sensibles como
muiltirresitente a drogas.
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El IFNy controla la diferenciacion de las células Th17 como asi también un
numero considerable de células doble positivas llamada Th17-Th1, capaces de
producir ambas citoquina, IL-17 e IFNy, la cuales se encuentran en circulacion
(26). Con el fin de explorar la importancia de ésta subpoblacion de células T
doble positivas, se determind la proporcién de IL-17 e IFNy, como también el
porcentaje de células T IL-17¢IFNy-, e IL-17+IFNy* dentro de la poblacién de
linfocitos T CD4+y CD8+* de paciente con TB y PPD+HD (Figura 6).

El porcentaje de células IL17+IFNy- (Th17 “single”) fue mayor en los culti-
vos no estimulados para la poblacién de linfocitos T CD4+y CD8+* de paciente
TB que en el de PPD+HD. Luego de la estimulacién con las cepas de Mtb la
proporcion de células IL17+IFNy- aumentd tanto en la poblacién de linfocitos
CD4+ como CD8+* procedentes de pacientes TB mientras que en PPD+HD
esta proporcion fue apenas aumentada para la poblacion de linfocitos T CD8+
(no mostrado). Al observar la subpoblacion Th17-Th1, detectamos que esta
misma no presenta diferencias en cultivos no estimulados. Al detenernos
sobre los cultivos estimulados con las distintas cepas de Mtb, visualizamos
que la mayor expresion de IL-17 ocurrio con la estimulacion de la cepa sensi-
ble H37Rv y la menor se hallé con la estimulaciéon con M (Figura 6).
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Figura 6: Expresion de IL-17 por las diferentes subpoblaciones pertenecientes al linaje
Th17. A: Th17 “single”. B: Th17-Th1 “doble positivo”. Para explorar el comportamien-
to de ambas subpoblaciones determinamos la proporcion de IL-17 e IFNy mediante
citometria de flujo. El porcentaje de células IL17+IFN-y- “single Th17” fue mayor en los
pacientes TB (MDR-TB y S-TB) que en los individuos sanos PPD* (PPD*HD).

En pacientes con MDR-TB evaluamos si la expansion de las poblaciones
productoras de IL-17 como consecuencia de la estimulacion con las diferen-
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tes cepas de Mtb, correlacionaba con datos procedentes de la clinica de los
pacientes como dias de negativizacion en esputo y los dias de tratamiento
al momento del estudio. A través de la Figura 7 pudimos observar que a lo
largo del tratamiento le porcentaje de células T CD4+IL-17+y el de células T IL-
17+IFN- dentro de la subpoblacion linfocitaria T CD4+ decrecieron. Ademas,
visualizamos que cuantos menos dias se empleen en alcanzar la negativiza-
cion de bacilos en esputo mayor sera el porcentaje de linfocitos IFNy+. Este
mismo comportamiento se evidencid para las subpoblaciones CD8+IL-17+y
CD8*IFNy* (Figura 7).

CONCLUSIONES

En este trabajo, hemos encontrado que las cepas MDR M y Ra son esti-
mulos mas fuertes en lo referente a expresion de IL-17 en las células T que
las cepas sensibles pertenecientes a las mismas familias tanto pacientes con
TB como en los PPD*HD. Los pacientes mostraron una mayor proporcion de
células T circulantes que expresan IL-17 la cual se asocio con altos niveles
de IL-23R en las células T y con la presencia de bacilos en las muestras
de esputo. Por otro lado también pudimos poner en evidencia que la cepa
MDR M expande un numero mayor de células T IL-17+ que la cepa MDR Ra
y la cepa sensible H37Rv de individuos PPD+*HD. Ademas, se observo que
los aislados clinicos sensibles a drogas pertenecientes a las familias Haar-
lem y Latinoamericana-Mediterranea (Ls y Hs) no son capaces de generar
expansion de células IL-17+ en individuos PPD+HD, pero a su vez generan
una expansion de células IL-17+ menor que las cepas MDR en TB, sugiriendo
variaciones de tipo fenotipicas a nivel de la pared celular y como consecuen-
cia de esto ultimo un reconocimiento a nivel de receptores de reconocimiento
de patrones diferencial para Mib.

También se encontré un aumento de células T IL-17+ en pacientes con
TB, sobre todo en aquellos pacientes con MDR-TB. Ambas cepas MDR fue-
ron mejores productores de IL-17 que la cepas sensible H37Rv, y la cepa M
fue la mayor inductora en células T CD4+, y en menor medida para las subpo-
blaciones T CD8+*y yd* de pacientes.

Asimismo es sabido que la IL-23 se requiere para el desarrollo de la res-
puesta Th17 dado que ratones deficientes en IL-23p19 son incapaces de man-
tener una adecuada respuesta Th17, aun después de la infeccion de Mtb. La
IL-23 no es necesaria para la diferenciacion inicial de las células productoras
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de IL-17 sin embargo, su expresion es necesaria para sostener la produccion

de IL-17 (27,28).

Resta por comentar que a mayores nivel de células doble positiva
IL-17+IFNy+ (pertenecientes al subpoblacion Th17), menor es la proporcion
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Figura 7: A. Correlacion entre los dias de tratamiento de la TB y el porcentaje de célu-
las T CD4*IL-17*. B. Correlacion entre el porcentaje de células T IL-17+IFNy- dentro de
la subpoblacién de linfocitos T CD4* y los dias de tratamiento. C. Correlacion entre el
porcentaje de células T IL-17*IFNy* y los dias de negativizacion. D. Correlacién entre
los dias de negativizacion y el porcentaje de células CD4*IFNy*.



Fundacién Alberto J. Roemmers 65

de células T IL17#IFNy- “Th17 single” dentro de las poblaciones linfocitarias
T CD4+y CD8* de paciente con TB como asi también en individuos sanos
PPD+HD luego de la estimulacién con Mth. Sin embargo, las cepas mostraron
diferencias en la expansion de células T dobles positivas IL-17*INFy+. En éste
sentido, la cepa H37Rv fue la mejor inductora in individuos sanos PPD*HD, lo
cual es coincidente con datos bibliograficos (29).

En resumen, hemos observado que las cepas MDR M y Ra aumentan
significativamente los niveles de células IL-17+ que las cepas de Mtb sensi-
bles a drogas pertenecientes a las mismas familias. Cabe destacar que los
pacientes con MDR-TB presentan el mayor numero de células T CD4+y CD8+
dependiente para la respuesta Th17 las cuales serian independiente de las
cepas, pero esta estrechamente asociada a una la alta carga bacilar persis-
tente, lo que sugiere un papel inmunopatolégico en MDR-TB.

ABSTRACT

The proinflammatory cytokine interleukin 17 (IL-17) plays an important
role in immune responses but it is also associated with tissue-damaging
inflammation. So, we evaluated the ability of Mycobacterium tuberculo-
sis clinical isolates to induce IL-17 in tuberculosis (TB) patients and in healthy
human tuberculin reactors (PPD*HD).

IL-17, interferon y (IFN-y), and interleukin 23 (IL-23) receptor expression
were evaluated ex vivo and cultured peripheral blood mononuclear cells from TB
and PPD+HD stimulated with irradiated clinical isolates from multidrug resistant
(MDR) outbreaks M (Haarlem family) and Ra (Latin American-Mediterranean
family), as well as drug-susceptible isolates belonging to the same families and
laboratory strain H37Rv for 48 hours in T-cell subsets by flow cytometry.

We observed that MDR strains M and Ra are stronger IL-17 inducers
than drug-susceptible Mtb strains of the Haarlem and Latin American-
Mediterranean families. Moreover, MDR-TB patients shown the highest
IL-17 expression which is independent on the strain, but IL-17 expression
is dependent on CD4+ and CD8+* T cells associates with persistently high
antigen load.

IL-17-producing T cells could play an immunopathological role in MDR-
TB promoting severe tissue damage, which may be associated with the low
effectiveness of the second-line drugs employed in the treatment.
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ANALISIS DE LOS GENES FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-
ALFA (TNF-a) E INTERFERON-GAMMA (IFN-0) EN PACIENTES
CON SINDROMES MIELODISPLASICOS (SMD) Y ANEMIA
APLASICA (AA): PRESENCIA DE POLIMORFISMOS Y NIVELES
DE EXPRESION

Belli, Carolina’; Ferri, Cristian’; Gori, Maria Soledad?; Salamone, Gabriela2
y Bestach, Yesica'.
1Laboratorio de Genética Hematoldgica;.2Laboratorio de Células Presentadoras de
Antigenos y Respuesta Inflamatoria. Instituto de Medicina Experimental
(IMEX)-CONICET/ Academia Nacional de Medicina. Buenos Aires. Argentina.

INTRODUCCION

Los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) y la Anemia Aplasica (AA) son
Sindromes de Falla Medular adquirida (SFMA). Los SMD constituyen un gru-
po heterogéneo de alteraciones hematoldgicas caracterizadas por la presen-
cia de citopenia(s) periférica y una médula ésea (MO) normo-hipercelular con
alteraciones displasicas y riesgo variable de evolucién a Leucemia Mieloi-
de Aguda (LMA)'-3. Mientras que, la AA es una insuficiencia medular glo-
bal de tipo cuantitativo caracterizada por hipo-acelularidad medular, fracaso
hematopoyético y pancitopenia periférica4. Sin embargo, un 5-15% de los
pacientes con SMD presentan MO hipocelulares y hallazgos citogenéticos
que hacen dificil el diagnostico diferencial entre los SMD hipoplasicos y la
AAS5-6. Ademas, se estima que alrededor del 15% de los pacientes con AA
desarrollan una enfermedad clonal dentro de los 5 afios del diagndstico, entre
las que se encuentran los SMD/LMA?.

Las opciones actuales de tratamiento para los pacientes con SMD se
dividen segun los factores de riego individuales, en baja o alta intensidads.
Las terapias inmunosupresoras (TIS) se encontrarian dentro de las opciones
de baja intensidad y han demostrado ser efectivas en pacientes que pre-
sentan riesgo bajo, trisomia 8, presencia del antigeno HLA-DR15 (DR2) y
MO hipocelular, entre otros factoress.9. Las opciones terapéuticas para los
pacientes con AA incluyen las TIS [globulina antitimocitica (GAT) y ciclospo-
rina] y/o el transplante de MO#. Las caracteristicas clinicas antes menciona-
das y las opciones terapéuticas en estos pacientes, evidencian una zona de
interseccion clinica entre ambas patologias hematolodgicas.

[68]
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La participacion de mecanismos inmunes ha sido implicada como posi-
ble via pato-fisiolégica en estos SFMA, evidenciado clinicamente por la res-
puesta de los pacientes a las TIS4.10. Las citoquinas son mediadores inmu-
nes que juegan un rol importante en la regulacion de la hematopoyesis, en
donde el balance entre la accion de factores estimulantes/mielosupresores
es fundamental para la 6ptima produccién de los diferentes linajes hemato-
poyéticos10-16, Los pacientes con SMD y AA presentan un aumento de células
T-efectoras con un perfil citotdxico e incrementada produccion de citoquinas
tipicas de la respuesta inmune celular T-helper 1, especialmente las citoqui-
nas pro-inflamatorias Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) e Interferén-g
(IFN-g), entre otras®0.17. Los niveles séricos de estas citoquinas se encuen-
tran elevados en pacientes con SMD, las cuales estan involucradas en la
supresion de la hematopoyesis y se relacionan con el proceso apoptético
caracteristico de las fases tempranas de esta patologia [10, 14]. También se
han encontrado niveles aumentados de estas citoquinas en plasma y células
de MO en pacientes con AA'8,

La causa por la cual las células T estan activadas en estos SFMA aun no
es clara. La susceptibilidad a desdrdenes autoinmunes se asocia con genes
altamente polimorficos del sistema HLA (Human Leukocyte Antigen). El HLA-
DR15 (DR2) es mas frecuente en los pacientes con SMD y AA, cuya presencia
predice respuesta a TIS?. Ademas, la presencia de numerosos polimorfismos
en genes de citoquinas, implicados en el control de la produccién de estas
moléculas, también se relaciona con susceptibilidad. Las variantes alélicas
+874T, CA12y -308A de los polimorfismos +874A/T y 1349(CA)n del gen IFN-g
y -308G/A del TNF-a, asociadas con alta produccién de las citoquinas respec-
tivas, se observan con mayor frecuencia en pacientes con SFMA19-24,

Por lo tanto, los objetivos del proyecto fueron analizar variantes de
secuencia de los genes que codifican para las citoquinas TNF-a e IFN-g en
pacientes con SMD y AA, relacionar estos hallazgos con los niveles de expre-
sion de estos genes y, finalmente, asociar los resultados obtenidos con las
caracteristicas clinicas de los pacientes y la respuesta a tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes
Se estudiaron 134 pacientes con SMD (9 SMD hipoplasicos) y 47
pacientes con AA, de manera retrospectiva (marzo 1987-marzo 2013), pro-
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venientes de diferentes instituciones de salud. Fueron incluidos pacientes
con diagnéstico confirmado de SMD de novo, sin antecedentes documenta-
dos de radio- o quimioterapia, categorizados segun la clasificacién Franco-
Americano-Britanica' y segun los criterios de la Organizacion Mundial de la
Salud?s. Los pacientes con AA fueron diagnosticados de acuerdo al Interna-
tional Agranulocytosis and Aplastic Anaemia Study Group26 y clasificados,
en cuanto a la severidad de la enfermedad, segun los criterios de Camitta
y col, 197527,

Extraccion de acidos nucleicos

El ADN gendmico y el ARN de las muestras fue obtenido a partir de
células nucleadas de MO y/o sangre periférica (SP). La extraccion de ADN
fue realizada mediante el método de extraccion de fenol-cloroformo, mientras
que el ARN se extrae mediante TRIZOL (/nvitrogen, Argentina) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Estudio de polimorfismos

- SNP -308G/A del gen TNF-a::

Este SNP (Single Nucleotide Polymorphism) se estudia mediante la téc-
nica PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism) (Tabla 1).
Los productos de amplificacion son sometidos a una digestion con la enzima
de restriccion Ncol. Luego, los digestos se resuelven mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (29:1) al 12% no desnaturalizante y las bandas son
visualizadas por tincion argéntica2s.

- Polimorfismo de repeticiones dinucleotidicas 1349(CA)n del gen IFN-y:

Para el estudio de este polimorfismo se realiza una amplificacion por
PCR (Tabla 1). Luego, los productos de amplificacion son separados en un
gel de poliacrilamida (19:1) al 10% no desnaturalizante y las bandas visuali-
zadas mediante tincion argéntica23.

- SNP +874A/T del gen IFN-y:

Este SNP se estudia mediante PCR-alelo especifica (Tabla 1). Los pro-
ductos amplificados son visualizados en un gel de agarosa al 2%, mediante
tincion con bromuro de etidio24.
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Analisis del nivel de expresion

- Expresion plasmatica:

Los niveles plasmaticos de las citoquinas TNF-a e IFN-g fueron determi-
nados mediante un ensayo de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
utilizando el kit BD Opt EIA™ (BD Biosciences, San Diego, USA).

- Expresion génica:

El nivel de expresion de los genes se realiza a partir de ARN cuantifica-
do por PCR en Tiempo Real. EI ARN se retro-transcribe a ADNc y luego se
amplifica utilizando un termociclador Rotor Gene Q (Qiagen). La cuantifica-
cion se realizo utilizando el método de Mezcla Real (Biodynamics, Argentina).
Se seleccioné como gen control Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), para la posterior cuantificacion de los genes relativa a este gen
control (Tabla 1). Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen
IFN-g fueron disefiados utilizando el programa PrimerSelect.

Genes Oligonucleétidos (secuencia 5°— 3°)

TNF-o foward: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT
SNP -308 G/A reverse: CCTCCCTGCTCCGATTCCG

IFN-y foward: GCTGTCATAATAATATTCAGAC

polimorfismo 1349 (CA)n reverse: CGAGCTTTAAAAGATAGTTCC

foward A: TTCTTACAACACAAAATCAAATCA

SNPI T;;Z AT foward T: TTCTTACAACACAAAATCAAATCT
reverse: AAGATAGTTCCAAACATGTGCGAG
IFN-y foward: GACCAGAGCATCCAAAAGAGTG
expresion génica reverse: TGCAGGCAGGACAACCATTA
GAPDH foward: CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
expresion génica reverse: AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC

Analisis estadistico

Las diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas fueron anali-
zadas mediante el Test Exacto de Fisher. Las variables fueron comparadas
utilizando el Test de Mann-Whitney o Test de t. El nivel de significancia esta-
distica fue determinado en 0,05. Las datos fueron analizados utilizando los
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programas estadisticos GraphPad Prism versiéon 5.00 (GraphPad Software,
San Diego, USA) y SPSS version 17.00 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, USA).

RESULTADOS

Pacientes

Se estudié una poblacién de 134 pacientes con SMD la cual presentd
relacion de sexos M/F: 72/62 y las siguientes caracteristicas al diagndstico:
mediana (mna.) de edad: 65 afios; mna. nivel de hemoglobina (Hb): 9,6g/dL;
mna. recuento de neutrofilos (N): 1794/uL y mna. recuento. de plaquetas (Pq):
126000/uL. Con respecto a la AA, se estudiaron 47 pacientes cuyas carac-
teristicas fueron: relacion de sexos M/F: 23/24; mna. de edad: 23,5 afios;
mna. nivel de Hb: 7,1g/dL; mna. recuento de N: 603/uL; mna. recuento de Pq:
10000/uL y mna. reticulocitos: 0,5%, al diagndstico. Como poblacién control
se estudiaron 121 muestras de individuos sanos.

Estudio de polimorfismos

- SNP -308G/A del gen TNF-a::

Los resultados obtenidos del estudio de este SNP muestran que la fre-
cuencia del genotipo asociado a mayor produccion (G/A+A/A) se encuentra
duplicada en los SMD respecto a la poblacién control (p=0,0196, Odds ratio
-OR: 2,163), siendo tres veces mayor que la observada en AA (p=0,0395,
OR: 2,970). No se encontraron diferencias significativas al comparar estas
frecuencias genotipicas entre la poblacién de AA vs. la poblacion control
(Tabla 2).

En pacientes con SMD, la presencia del alelo -308A se asocio con nive-
les menores de Hb (8,9 vs. 9,8g/dL; p=0,043), recuentos mas bajos de Pq
(113375 vs. 156481/uL; p=0,049) y menor edad (57 vs. 65 afios; p=0,020), al
diagnostico. Ademas, estos pacientes mostraron un riesgo incrementado de
presentar al diagndstico niveles de Hb menores a 7g/dL (27 vs. 9%; p=0,0180,
OR: 3,600) y recuentos de Pq menores a 50000/uL (38 vs. 17%; p=0,0274,
OR: 2,824), ademas de presentar mayor necesidad de requerir transfusiones
(74 vs. 49%; p=0,0206, OR: 3,006) durante el curso de la enfermedad (Figura
1). Estos resultados muestran que la presencia del alelo -308A se asocia con
citopenias mas profusas en los pacientes con SMD.
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Tabla 2: Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -308G/A del gen TNF-a..

Pacientes
Controles (n=121)
SMD (n=134) AA (n=47)
Genotipos n % n % n %
SMD vs. AA: p=0,0395
G/G 9 739 42 894 104 86,0 SMD vs. Controles: p= 0,07196
GA+AA | 35 | 261 5 106 | 17 | 140 | AAVS Controles:p=06216
Alelos 2n % 2n % 2n %
SMD vs. AA: p=0,0254
G 231 86,2 89 94,7 223 92,1 SMD vs. Controles: p= 0,0339
AA vs. Controles: p= 0,4882
A 37 13,8 S 513 19 7.9
Hb Pq T
p=0,018 p=0,027 p=0,021
1001 —_— —
=B Hb <7oidl
80 3 Hb >7g/dL
@
® 604 @@ Pg <50000/uL
E 3 Pq 250000/l
g a0
{ |l TS
3 TrfNo
204
04
o o° o o
W W
Genotipo

Figura 1: SNP -308G/A del gen TNF-a y asociacién con parametros clinicos en SMD.

Dentro de los SMD, 4 pacientes fueron clasificados como Sindrome 5q-,
2 de los cuales presentaron el genotipo G/A. Dado que este sindrome se
caracteriza por el elevado recuento de Pq, estos pacientes fueron excluidos
al analizar este parametro (media de los pacientes: 387250/mL).

Con respecto a los pacientes con AA no se encontraron asociaciones
entre la presencia del alelo -308A y los parametros clinicos analizados al

diagnéstico.
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- Polimorfismo de repeticiones dinucleotidicas 1349(CA)n del gen IFN-y:

En este estudio se describieron 7 alelos diferentes encontrados: CA11,
CA12, CA13, CA14, CA15, CA16 y CA17. La presencia en el genotipo del alelo
de interés CA12 se indica como CA12+ y la presencia de cualquiera de los
otros alelos se indica como CA12-. No se encontraron diferencias significativas
al comparar las frecuencias genotipicas de la poblacion de SMD y de AA vs.
los controles (p=0,3761y p=0,3897, respectivamente), asi como tampoco al
comparar ambas poblaciones de pacientes (p=0,8636). En cuanto a las fre-
cuencias alélicas tampoco se encontraron diferencias significativas (Tabla 3).

Pacientes

Controles
SMD (n=134) AA (n=47) (n=121)
Genotipos n % n % n %

SMD vs. AA: p= 0,8636

gﬁ gzgﬁ ;2’: 80 | 597 | 20 | 617 | 65 | 537 |SMDvs.Controles: p= 0,3767
AA vs. Controles: p= 0,3897
CA12-/CA12- 54 40,3 18 38,3 56 46,3
Alelos 2n % 2n % 2n %

SMD vs. AA: p= 0,8057
CA12 99 36,9 36 38,3 83 34,3 [SMD vs. Controles: p= 0,5789
AA vs. Controles: p= 0,5261

CA(11,13,14,15,16,17)| 169 63,1 58 61,7 159 65,7

Tabla 3: Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo de repeticion 1349(CA)
ndel gen IFN-y.

Con respecto a los parametros clinicos, se encontré que los pacientes
con SMD homocigotas para el alelo CA12 presentaron menores recuentos
de neutrdfilos (1388 vs. 2796/uL; p=0,021), al diagndstico. No se encontraron
asociaciones con parametros clinicos en los pacientes con AA.

- SNP +874A/T del IFN-y:

Se estudié una poblacion de 110 pacientes (71 SMD y 39 AA) y una
poblacion control de 113 muestras. Las frecuencias genotipicas halladas fue-
ron: 0,45 (A/A), 0,39 (A/T)y 0,16 (T/T) para los pacientes vs. 0,46, 0,40y 0,14
para los controles, respectivamente, no encontrandose diferencias significa-
tivas (p=0,9634). Con respecto a las frecuencias alélicas halladas [0,65 (A)
y 0,35 (T) para los pacientes vs. 0,66 y 0,34 para la poblacién control, res-
pectivamente] tampoco se encontraron diferencias significativas (p=0,8355).
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Analisis de expresion:

- Expresion plasmatica:

Se analizaron los niveles plasmaticos de las citoquinas TNF-a e IFN-g
en muestras de SP de 22 pacientes (16 AAy 6 SMD) y 9 individuos controles.
Los resultaron arrojaron una tendencia en estos pacientes a niveles plasma-
ticos incrementados de TNF-a respecto de la poblacion control (31,35 vs.
28,71 pg/ml; p=0,086). Con respecto a los niveles de IFN-g, las diferencias
encontradas no fueron estadisticamente significativas (18,34 vs. 13,33 pg/
ml; p=0,890).

- Expresion génica:

Para el estudio de los niveles de expresion, se analizé el gen IFN-g en
21 muestras de pacientes (13 AA 'y 8 SMD) y 13 muestras de individuos con-
troles. No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de
expresion en este grupo de pacientes vs. los controles (mna. IFN-g/GAPDH:
0,01353 vs. 0,01652; p=0,9153).

CONCLUSION Y DISCUSION

Los SMD y la AA son SFM adquirida en donde la participacion de meca-
nismos inmunes ha sido implicada como posible via pato-fisiologica410. Las
citoquinas juegan un rol predominante en la respuesta inflamatoria y en la
regulacién de la hematopoyesis al modular el microambiente medular. La
desregulacion de citoquinas ha sido implicada en la patogénesis de muchas
enfermedades autoinmunes y es considerada como uno de los mecanismos
de interés para el desarrollo de TIS29-30,

El estudio del SNP -308G/A del gen TNF-a mostro que la poblacion
total de pacientes con SFMA (SMD y AA, n=181) presentaba una tendencia
hacia una mayor frecuencia de genotipos asociados a alta producciéon de
esta citoquina, respecto a la poblacién control (p=0,0986). Estos resultados
se relacionan con los observados al analizar el nivel en plasma del TNF-a,
aunque el numero de pacientes estudiados es reducido. Si comparamos las
frecuencias genotipicas en cada patologia en particular pudimos observar
que el genotipo asociado a alta expresion de esta citoquina se encuentra tres
veces incrementado en los pacientes con SMD respecto a la poblacién de
AA, y dos veces mas representado respecto a la poblacion control. Ademas,
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la presencia del alelo -308A se asocié con menor edad, mayor grado de ane-
mia y trombocitopenia al diagndstico, y a un incremento en la necesidad de
requerir soporte transfusional durante la enfermedad. Estos resultados con-
firman nuestros hallazgos previos obtenidos con casuisticas menores31-33,

Con respecto al gen IFN-y, al analizar la poblacién total de pacientes no
se encontraron diferencias significativas en cuanto a las frecuencias geno-
tipicas y alélicas, tanto del polimorfismo de repeticion 1349(CA)n como del
SNP +876A/T, respecto de los controles. Tampoco se observaron diferen-
cias en cuanto a los niveles de expresion de esta citoquina, ya sea a nivel
plasmatico como a nivel de expresion génica, en esta poblacién reducida de
pacientes. Sin embargo, al analizar la poblacién de SMD, los pacientes con
genotipo CA12/CA12 asociado a alta expresion de IFN-y presentaron recuen-
tos menores de neutrofilos, infiriendo una posible implicancia clinica de este
polimorfismo en la patologia.

Las TIS son una estrategia terapéutica clave para pacientes con SFMA
mediada por mecanismos inmunes. La disminucion de linfocitos activados
mediante el tratamiento con GAT, lo cual generaria una disminucién en los
niveles de citoquinas pro-inflamatorias, mejoraria la hematopoyesis y el nivel
de citopenias de estos pacientes [34]. Los pacientes con AA (N=37) que pre-
sentaron al menos una variante alélica asociada a mayor produccion de cito-
quinas [-308A TNF-a y/o 1349(CA12) IFN-g] mostraron mayores tasas de
respuesta global al tratamiento (65 vs. 40%), aunque estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (p=0,2600).

Como conclusién, observamos una posible implicancia clinica de la cito-
quinas estudiadas principalmente en los SMD. Agentes anti-TNF-a como el
receptor recombinante soluble (Etanercept) o el anticuerpo monoclonal qui-
mérico (cA2) han mostrado grados variables en la mejoria de las citopenias
en estos pacientes, sin embargo estos ensayos clinicos no tuvieron en cuenta
el genotipo de los pacientes29.34-36,

La sobre-expresion de estas citoquinas podria promover una estado
pro-inflamatorio basal, en donde el microambiente medular cooperaria con
defectos intrinsecos de los progenitores hematopoyéticos profundizando la
severidad de las citopenias caracteristicas de estos sindromes. La posibili-
dad de definir susceptibilidad en relacion a la presencia de estos polimorfis-
mos contribuiria a mejorar posibles estrategias terapéuticas, ya que estos
pacientes se verian beneficiados con TIS.
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RESUMEN

Los SMD y la AA son Sindromes de Falla Medular Adquirida (SFMA),
los cuales comparten una zona de interseccion clinica. Estos pacientes pre-
sentan un aumento de células T-efectoras con perfil citotdxico asociado con
la produccion de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y, relacio-
nado con la supresion de la hematopoyesis. Nuestro objetivo fue estudiar
los polimorfismos +874A/T y 1349(CA)n del gen IFN-y y el -308G/A del gen
TNF-a (asociados a su expresion diferencial) en pacientes con SMFA, medir
los niveles de expresion de estas citoquinas y asociar estos resultados con
parametros clinicos.

Se estudiaron 181 pacientes con SFMA (134 con SMD y 47 con AA). El
estudio del polimorfismo -308G/A del gen TNF-a mostré que la frecuencia
del genotipo asociado a su mayor expresion (G/A+A/A) se encuentra tres
veces incrementado en los pacientes con SMD versus AA y dos veces mas
representado versus controles sanos (N=121). La presencia del alelo -308A
se asocio con menor edad, mayor grado de anemia y trombocitopenia, al
diagnéstico, y mayor necesidad de requerir transfusiones durante el segui-
miento. Si bien no se encontraron diferencias en las frecuencias genotipi-
cas y alélicas de los polimorfismos estudiados en IFN-y, se encontrd que los
pacientes con SMD CA12/CA12 presentaron menores recuentos de neutrofi-
los al diagnéstico.

Aunque no se encontraron diferencias en la presencia de los polimor-
fismos estudiados en la poblacion de AA, los pacientes con al menos una
variante asociada a mayor produccion en su genotipo responderian mejor al
tratamiento con terapias inmunosupresoras.

Con respecto a los resultados en la poblacién total de pacientes con
SFMA, sdlo la frecuencia genotipica para el polimorfismo -308G/A mostro
una tendencia de diferir estadisticamente de la poblacion control. Estos resul-
tados se relacionan con la tendencia observada de una mayor expresién de
TNF-a plasmatico en los pacientes con SMFA versus controles. Mientras
que, para el IFN-y no se observaron diferencias significativas ni a nivel plas-
matico ni de expresion génica.

Como conclusién, observamos una posible implicancia clinica principal-
mente de estas citoquinas en la fisiopatogenia de los SFMA, sobre todo del
TNF-a en los pacientes con SMD.
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ABSTRACT

MDS and AA are acquired bone marrow failure syndromes (ABMFS),
and they share overlapping clinical and pathological features. These patients
show increased percentage of effector T cells with cytotoxic profile expressing
pro-inflammatory cytokines, especially TNF-a and IFN-y, which contribute to
their hematopoietic failure. The aim of this work was to study polymorphisms
associated with differential cytokine expression [+874A/T and 1349(CA)n
in IFN-y gene, and the -308G/A TNF-a] in ABMFS patients. In addition, to
analyze expression levels of these cytokines and to associate the obtained
results with clinical parameters.

We studied 181 ABMFS patients (134 MDS and 47 AA). Regarding the
-308G/A TNF-a polymorphism, we found that the high producing A/A+G/A
genotype was 3-fold overrepresented in MDS population as compared with
AA, and 2-fold with respect to controls (N=121). The presence of the high
expressing -308A allele was associated with younger age, lower hemoglo-
bin level and reduced platelets counts at diagnosis, and higher transfusion
requirement during the follow up. Even though IFN-y polymorphisms did not
show significantly differences regarding genotypic and allelic frequencies,
MDS homozygote CA12/CA12 patients showed reduced neutrophils counts
at diagnosis.

Although neither TNF-a nor IFN-y polymorphism showed statistical sig-
nificances in AA patients as compared with normal subject population, our
findings suggest that AA patients bearing at least one high expressing variant
would be better responders to immunosuppressive treatment.

Regarding the overall population studies, only the genotypic frequency
for -308G/A polymorphism showed a tendency for a statistical significance
as compared with normal subject. Consistently, ABMFS patients showed
a trend to present higher plasmatic level of TNF-a compared with controls
and no differences were observed neither respecting the plasmatic levels
of IFN-y nor regarding its mRNA expression, though a reduced population
was studied.

In conclusion, our results suggest a possible clinical association for these
cytokines in the pathogenesis of the ABMFS, mainly implicating TNF-a in
MDS patients.
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RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es en la actualidad la tercera causa de muer-
te oncoldgica en el vardén. La obesidad, principalmente abdominal (OA), se
asocia a distintas patologias cronicas como enfermedad cardiovascular, sin-
drome metabdlico (SM), diabetes y algunos tipos de cancer hormono-depen-
dientes. En OA aumenta la produccion de hormonas y citoquinas por el adipo-
cito, con efectos controversiales en el desarrollo del CaP. Sin embargo, no ha
se ha dilucidado si estas adipocitoquinas en el CaP actuan directamente o a
través de otras hormonas. Paralelamente, el papel de factores psicosociales
en el desarrollo de patologias crénicas como la obesidad, el SM y el cancer
es discutido. Esta asociacién estaria mediada por la respuesta alterada al
estrés cronico del eje Hipotalamo-Hipofiso-Adrenal (HHA), con secrecién
elevada de cortisol, el cual actiia sobre receptores del tejido adiposo estimu-
lando la expresion del gen responsable de la sintesis de leptina e inhibiendo
al gen responsable de la sintesis de adiponectina. Otras citoquinas pro-infla-
matorias liberadas por el tejido adiposo (IL-1, IL-6, TNF-a) estimularian la
secrecion de CRH o ACTH resultando en un incremento de cortisol, pudiendo
ser el nexo entre estrés y adiposidad. Varias lineas de evidencia sugieren que
los factores psicologicos pueden influenciar la progresion y el pronéstico en
algunos tumores. Un mecanismo posible que liga al estrés con la progresion
de tumores es a través de la intermediacion de citoquinas pro-inflamatorias.
No hay estudios especificos del efecto del estrés crénico sobre la prevalen-
cia y severidad del CaP. El eje HHA a través del cortisol seria responsable
del aumento del riesgo de SM y CaP, otros mediadores como la leptina y las
citoquinas también participan de los mecanismos involucrados.

[82]
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ABSTRACT

At present, prostate cancer (PCa) is the third leading cause of death from
cancer in men. Obesity, in special abdominal obesity (AO), is frequently asso-
ciated with different chronic diseases like cardiovascular disease, metabolic
syndrome (MS), diabetes and also some kind of hormone-dependent can-
cers. In AO, hormonal and cytokines production by adipocytes is increased,
with controversial effects on PCa development. However, it has not been
established if these adipocytokines exert their effects on PCa directly or
through indirect mechanisms that involve other hormones. As well, the role of
psychosocial factors in the development of chronic diseases such as obesity,
MS and cancer is controversial. This association should be mediated by an
altered response of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis to stress,
with an elevated cortisol secretion, which in turn acts on specific adipose tis-
sue receptors, stimulating leptin gene expression and inhibiting adiponectin
synthesis gene. Other pro-inflammatory cytokines released by adipose tissue
(IL-1, IL-6, TNF-a) should stimulate CRH or ACTH secretion, which in turn
results in higher cortisol levels; in this way, these cytokines could be a link
between stress and adiposity. It is suggested that psychological factors can
influence progression and prognosis of some tumors. A potential mechanism
that links stress with tumors progression is that exerted through pro-inflam-
matory cytokines. There are no specific studies about the effects of chronic
stress on PCa prevalence and severity.

The HPA axis through cortisol would be responsible for the increased
risk of MS and PCa, other mediators such as leptin and cytokines are also
involved in the mechanisms.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la primera causa
de muerte en Misiones y Argentina, la aterosclerosis es su principal respon-
sable y en la actualidad es concebida como un proceso inflamatorio crénico
en el cual la disfuncién endotelial juega un papel crucial, donde la insulino-
resistencia (IR) promueve su desarrollo. Nos propusimos con una poblacién
urbana del interior del pais, representada por empleados de dos hospitales
publicos de la provincia de Misiones, conocer la prevalencia de IR y su rela-
cion con factores de riesgo para ECV como presion arterial, obesidad gene-
ral y abdominal. Ademas, establecer la relacién entre niveles circulantes de
marcadores de inflamacién (PCRus) y marcadores del metabolismo del tejido
adiposo (Adiponectina) con la IR.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién

El presente trabajo se desarrollé como parte de un proyecto a diez afios
que se viene realizando desde el afio 2001, sobre una poblacién aproximada de
1000 empleados publicos de dos hospitales: Hospital “Dr. Ramoén Madariaga” y
Hospital de Pediatria “Dr. Fernando Barreyro” de Posadas (Misiones), destinado
a evaluar sistematicamente cada dos afos los factores de riesgo cardiovascu-
lar, el sindrome metabdlico y los habitos de vida relacionados con aquellos.

Se estudiaron 176 empleados de estos 2 hospitales publicos, la pobla-
cién consta de 117 mujeres y 59 hombres con edades que van de 25 a 74
afios y con una media £ DS de 49,01 + 9,33 afios.

Criterios de inclusion: fueron incluidos todos aquellos individuos que
consintieron en participar de forma voluntaria.

[84]



Fundacién Alberto J. Roemmers 85

Criterios de exclusién: Fueron excluidos aquellos individuos que pre-
sentaban diabetes, hipotiroidismo o hipertiroidismo, enfermedad infecciosa,
renal, hepatica o neoplasias y embarazadas.

La presion arterial (PA) fue tomada utilizando esfigmomanometro de
mercurio, en posicion sentado, luego de 15 minutos de reposo, segun normas
de la American Heart Association. Se realizaron dos mediciones en el brazo
derecho, con intervalos de 5 minutos entre cada una. Se utilizo el promedio
de las dos mediciones y de acuerdo a esto los individuos fueron clasificados
en: normotensos quienes tenian PA< 120 / 80 mmHg; prehipertensos aque-
llos con PA =120 /80 mmHgy < 140 / 90 mmHg e hipertensos si los valores
de la PA fueron = a 140 / 90 mmHg y/o individuos tratados.

La medida de la circunferencia de cintura, en centimetros y milimetros,
se realizo en el punto medio de la zona abdominal entre el ultimo arco costal y
la cresta iliaca con una cinta métrica inextensible, segun criterios de la OMS.
Se considero obesidad abdominal cuando la circunferencia de cintura era 2
102 cm en hombres y = 88 cm. en mujeres de acuerdo a los criterios del ATP
Il (31).

El peso, en kilogramos y gramos, fue determinado en balanza de pie con
altimetro; la talla se midié en metros y centimetros, en posicion de pie, con
el paciente sin calzado ni objetos en la cabeza en posicion Frankfirt, con los
talones juntos, los hombros relajados y ambos brazos al costado del cuerpo;
luego de realizar una inspiracion profunda. Con estas medidas se estimo el
indice de masa corporal o IMC (peso/talla2), para clasificarlos segun corres-
ponda en: normopeso IMC = 18,50 kg/m2y < 25 kg/m2; sobrepeso = 25 kg/m?2
y <30 kg/m2y obeso = 30 kg/mz2.

Obtencion de muestras

Se realizé una extraccion sanguinea obtenida por puncioén venosa, con
un ayuno de 12 horas, se colocé en tubos primarios con separador de fases
procediéndose a separar el suero en tubos secos y limpios para el autoana-
lizador, esto se realiz6 dentro de las 2 hs de extraidas las muestras, para las
determinaciones bioquimicas (glucemia, insulinemia, PCRus y Adiponectina)

Parametros bioquimicos

Se determind la concentracién sérica de Glucemia utilizando método
enzimatico colorimétrico final segun Trinder (coeficiente de variacién [CV] =
2,38%). Las muestras fueron procesadas en un autoanalizador Selectra Vita-
lab 2, con calibradores, sueros controles normal, patolégico comerciales, y
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control de calidad interno con pool de sueros preparado en el laboratorio.
Ademas, se contdé con un sistema de control de calidad externo por la sus-
cripcion a la Fundacién Bioguimica Argentina. PCRus (Proteina C Reactiva
ultrasensible) (CV= 2,1%) e Insulina (CV= 4,2%) se realizaron con un ensa-
yo inmunométrico quimioluminiscente en fase sélida en un equipo Immulite
2000 Siemmens. Los niveles plasmaticos de Adiponectina fueron evaluados
por el equipo ALISEI v 2.2 (autoanalizador automatico de enzimoinmunoen-
sayo en microplaca-SEACP S.R.L -Florencia, Italia) empleando anticuerpos
monoclonales (ALPCO immunoassays) (CV= 3,2%) Con los datos de Glu-
cemia e Insulinemia se calcul6 el indice de IR, HOMA (Homeostasis Model
Assessment = insulina en ayunas (uU/ml) x glucosa en ayunas (mmol/1)/22,5)
y se tomo como valor de corte para IR 22,6 (32). Se tomo como valor de corte
para Adiponectina, valores < 5 ug/ml como disminuidos y valores = 5 ug/ml
como normales?8.

Analisis Estadistico

Se evalud la distribucién de la poblacion con el test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov. De acuerdo a esto para el analisis descriptivo de las
variables paramétricas se utilizaron las medias y los desvios estandares; y
para las variables no paramétricas se utilizé medianas y percentiles. Se uti-
lizé para el analisis de correlacion Rho de Spearman y para comparacion
entre grupos la prueba de U Mann Withney. Se realizé analisis multifactorial
mediante regresion logistica con la finalidad de identificar a las variables que
explicaban de manera independiente la IR. Los resultados se analizaron con
los programas estadistico Epi Info 6.04d. Todos los analisis se realizaron con
un 95% de confianza y un nivel de significacion <0.05.

Reparos Eticos

Todos los participantes del estudio fueron debidamente instruidos acer-
ca de sus derechos como pacientes, asi como de la confidencialidad de los
datos y firmaron su consentimiento antes de iniciar el estudio, basado en la
declaracion de Helsinki.

A todos los empleados hospitalarios que participaron del estudio se les
entregaron sus resultados y fueron asistidos por un profesional médico clini-
co, cardidlogo o endocrindlogo, segun fuera el caso y a su vez la consulta con
un nutricionista para un plan dietario segun corresponda para cada individuo.
Se programo una serie de actividades fisicas con profesores de gimnasia
para todos los participantes.
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RESULTADOS

Se encontré que el 17,2% de los individuos presentaba IR. Cuando los
evaluamos de acuerdo a su indice de masa corporal (BMI) encontramos un
24,3% de normopesos, 38,6% tenian sobrepeso y 37,3% presentaban obesi-
dad. La obesidad abdominal se evalu6 teniendo en cuenta los criterios de la
OMS y los puntos de corte del ATP |1l y de acuerdo a esto el 38,8% de la pobla-
cion presentaba obesidad abdominal. El 26,6% presentaba pre-hipertension
o sea tenian presion arterial 2 120/80 y el 50,6% eran hipertensos y/o recibian
medicacion antihipertensiva. El 45,7% presentaba concentraciones de adipo-
nectina disminuida.

Tabla I: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los 176 individuos del estudio

Variables Media * DS Mediana (P25-P75)
Edad (afios) 49,01+9,33 NA
Circunferencia Masculino 96,81+ 10,25 NA
de cintura (cm)

Femenino 90,34+ 13,16 NA
indice de masa corporal (kg/m2) 28,78 +5,49 NA
Presion Arterial Sistélica (mmHg) 126,64 + 17,97 NA

Presion Arterial Diastélica (mmHg) 84,57 12,48 NA
Glucemia en ayunas (mg/dl) NA 82 (73-90)
Insulinemia en ayunas (pU/ml) NA 4,0 (2,0-8,4)

HOMA NA 0,81 (0,43-1,84)
Adiponectina total (ug/ml) NA 5,47 (3,82-7,96)
PCR hs (mg/lt) NA 2,40 (3,82-7,96)

Referencias: P25: percentilo 25- P75: percentilo 75. NA: no aplica
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Tabla IlI: Correlacion del indice HOMA con indice de masa corporal, circunferencia de
cintura y presion arterial en empleados hospitalarios (n=176)

Parametro rho p
indice de Masa Corporal (Kg/m2) 0.54 <0,001
Circunferencia de cintura (cm) 0.61 <0,001
Presion Arterial Sistélica (mmHg) 0.31 0,007
Presién Arterial Diastolica (mmHg) 0.35 0,007

Referencias: Rho de Spearman

Tabla IlI: Insulino-resistencia y su relacion con las concentraciones plasmati-
cas de Adiponectina y PCR hs, en empleados hospitalarios (n= 176)

Variables Mediana (P25 -P75) U de Mann Withney p
ADIPONECTINA 1S 4,15 (2,18 - 5,97) 1185 < 0,001
IR 5,87 (4,03 -8,5)
PCR 1S 2,20 (0,8 -4,7) 1493 0,028

IR 3,30 (2,20 — 5,70)

Referencias: IS: insulino sensible- IR: insulino resistente

Tabla IV: Predictores de la insulino-resistencia hallados por analisis de regresion
logistica en empleados hospitalarios (n=176)

B DS Estadistico p
Constante -14,78 3,558 17,23 <0,001
Adiponectina total -3,68 0,115 10,26 <0,001
PCR hs -0,067 0,441 0,441 NS
indice de Masa Corporal -0,09 0,092 0,009 NS
Presion Arterial Sistélica -0,006 0,026 0,059 NS
Presion Arterial Diastoélica 0,047 0,036 1,70 NS
Circunferencia de cintura 0,113 0,047 5,837 0,016

Referencias: a- variable dependiente: insulino-resitencia. b- Variables independientes: Adiponec-
tina, PCR hs, BMI, cintura, Presién Arterial Sistélica, Presion Arterial Diastdlica. DS: desviacion
estandar.
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DISCUSION

La frecuencia de insulino-resistencia encontrada en la poblacion estu-
diada fue de 17,2%. Encontramos valores inferiores a lo publicado por otros
autores quienes refieren frecuencias de insulino-resistencia que oscilan
entre 25% y 39.6% (33-35). Las diferencias encontradas probablemente se
deban a los criterios de seleccion de la poblacion en estudio, donde habitual-
mente se incluye poblacion general sin tener en cuenta algunos criterios de
exclusion que fueron utilizados en este trabajo, como diabetes o glucemia en
ayunas alterada. También cabe aclarar que el 37,3% de nuestra poblacién
era obesa mientras que entre el 50 y 60% de los individuos de los trabajos
mencionados presentan obesidad (33-35).

La obesidad esta propuesta como etiologia en la resistencia a la insulina
y fue puesta de manifiesto en muchos estudios epidemioldgicos (8, 9, 14,15).
En el presente trabajo se encontré una asociacion significativa entre ambas,
siendo estas precursoras al desarrollo de una Enfermedad Cardiovascular.

En nuestra poblacion de empleados hospitalarios, la obesidad abdomi-
nal, a través de la medida de la circunferencia de cintura, ha correlacionado
con la IR de forma altamente significativa y estos resultados hallados coin-
ciden con varios estudios realizados por otros autores (14, 25,38, 39). Esta
amplia gama de evidencia cientifica nos esta hablando de un indicador de IR
y que podria ser utilizado como predictor precoz de un evento cardiovascular
(40). Sin embargo, hay que tener en cuenta que se han descrito casos de
individuos con IR y sin obesidad abdominal.24

Hemos hallado una correlacion significativa entre PA e IR. Estos hallaz-
gos se fundamentan en que la insulina produce activacion del sistema nervio-
so simpatico y absorcién de sodio, originando un incremento en la resistencia
periférica vascular y en la presion arterial5.12-15,37,

Es importante destacar que en nuestra investigacion, las concentracio-
nes de adiponectina sérica se han asociado con una significancia alta con
la IR, este dato coincide con bibliografias previas, en la que se destaca que
desde el descubrimiento de esta hormona, numerosos grupos han reporta-
do la existencia de una fuerte correlacion negativa entre su nivel circulante
y la IR, tanto en humanos como en animales, y en estudios in vivo como in
vitro22,23.28,29 Aln se desconoce si los niveles bajos de adiponectina son la
causa o la consecuencia de estas patologias, es interesante especular que la
variacion genética puede disminuir los niveles circulantes de la adiponectina
y por lo tanto predisponer a la IR, pero también se ha observado que una vez



90 Anales 2010-2012

que la IR se desarrolla, la supresién de los niveles circulantes de adiponec-
tina se intensifica, y esto podria ser por la existencia de la susceptibilidad
genética a la IR conferidos por los polimorfismos del gen ADIPOQ (28, 41).

Aunque la PCRus circulante es un marcador de inflamacion, no esta cla-
ro si es un verdadero predictor de evento cardiovascular y existen propuestas
controvertidas al respecto36.37.42, En nuestra poblacion IR si habia asociacion
con los niveles disminuidos de adiponectina y las concentraciones elevadas
de PCRus.

No obstante, cuando evaluamos todas las variables de forma indepen-
diente para poder ver cual explicaba mejor la IR o tenia una mayor prediccion
del evento, solo la concentracidon plasmatica de Adiponectina y la obesidad
abdominal, a través de la medida de la circunferencia de cintura, podian
hacerlo. Podriamos hablar entonces de estos dos parametros como factores
de riesgo emergentes, estos pueden abrir una nueva oportunidad para mejo-
rar las estimaciones de riesgo actuales. Aunque el papel de los factores de
riesgo emergentes en la mejora de la prediccion de las actuales escalas de
riesgo es controvertido. Dados su caracter pandémico y su impacto pobla-
cional, son de singular interés los factores emergentes relacionados con la
obesidad. La adiponectina y la circunferencia de cintura estan relacionados
con la obesidad. Sin embargo, para saber si mejora la capacidad predictiva
del SCORE, seria necesario un estudio de cohorte.

CONCLUSIONES

En nuestra poblacién de empleados publicos hospitalarios uno de cada
cinco individuos presenta IR. Los parametros que mejor explicaron el evento
IR fueron la obesidad abdominal y la concentracion de Adiponectina en sue-
ro. Podriamos hablar entonces de estos dos parametros como factores de
riesgo emergentes, estos pueden abrir una nueva oportunidad para mejorar
las estimaciones de riesgo actuales.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Misiones and
Argentina, atherosclerosis is the main responsible and is now conceived
as a chronic inflammatory process in which endothelial dysfunction plays a
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crucial role, which promotes insulin resistance development. The aim of this
study was in urban population of the countryside, represented by employees
of two public hospitals in the province of Misiones, the prevalence of insulin
resistance and its relation to CVD risk factors as blood pressure, general and
abdominal obesity. Moreover, establishing the relationship between circulat-
ing levels of inflammatory markers and adipose tissue metabolism with the
IR. We excluded individuals who had diabetes, hypothyroidism or hyperthy-
roidism, infectious disease, renal, or hepatic neoplasms and pregnant wom-
en. Blood sampling were taken for Glucose, Insulin, Adiponectin and hsCRP
determinations. All samples were processed with internal quality controls
and external. All samples were processed with internal quality controls and
external. We evaluated 176 employees the 2 of public hospitals in Posadas,
Misiones, 117 women and 59 men, aged 49.01 + 9.33 years. We found that
17.2% of individuals had IR. Correlation was found between waist circumfer-
ence, BMI, BP and HOMA index (p <0.01). Adiponectin was associated with
the IR (p <0.001) but not hsCRP. The parameters that best explained the event
IR were abdominal obesity and serum adiponectin concentration. We could
talk then of these two parameters as emerging risk factors, they may open a
new opportunity to improve current risk estimates.
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RESUMEN

Numerosos estudios han sugerido un aumento del riesgo de aterosclero-
sis en pacientes con alteraciones del metabolismo del hierro. De hecho, tanto
en situaciones de exceso, como de deficiencia de hierro, existen evidencias
de alteraciones en el metabolismo lipoproteico y presencia de biomarcadores
de enfermedad cardiovascular.

En el presente trabajo, se realizaron estudios de disefio transversal y
longitudinal. Los estudios transversales consistieron en la comparacion de
pacientes con sobrecarga de hierro (SH) y anemia ferropénica (AF), ambos
grupos versus controles sanos pareados por sexo y edad. Por otro lado,
acorde al estudio longitudinal, los pacientes fueron evaluados en distintos
momentos de sus respectivos tratamientos. En particular, los pacientes con
SH fueron evaluados al reclutamiento y al alcanzarse la meta de concentra-
cion de ferritina recomendada mediante flebotomias o eritroaféresis indistin-
tamente (< 70 ng/ml); mientras que las pacientes con AF fueron evaluadas
en estado basal (al ingreso al estudio), a las 72 horas de haber recibido una
infusion endovenosa de 300mg de hierro sacarato y una vez superados los
12 g/dl de concentracion de hemoglobina.

Todos los pacientes con SH (n = 20) fueron incluidos acorde al siguiente
criterio: pacientes adultos de sexo masculino con SH diagnosticada al hallaz-
go de saturacion de transferrina >50% y concentracion de ferritina >300 ng/
ml asociadas a deteccion de siderosis por biopsia hepatica y/o mutaciones
homocigota para hemocromatosis hereditaria; mientras que el criterio de
inclusion de las pacientes con AF (n = 20) fue: adultos de sexo femenino con
concentracion de hemoglobina <12 g/dl, saturacién de transferrina <16% y
concentracion de ferritina <15 ng/ml.

En los 20 pacientes con SH y las 20 pacientes anémicas y sus respecti-
vos controles, se evaluaron peso, altura, presioén arterial sistélica y diastodlica.

[95]
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A su vez, se les extrajo sangre de la vena antecubital luego de 12 horas de
ayuno y se determiné el perfil lipoproteico, la concentracién de apoprotei-
nas, glucosa, insulina, proteina C reactiva-ultrasensible (PCR-us), sustan-
cias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (métodos estandarizados),
lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas, interleuquina (IL)-6 (ELISA),
y las actividades de la paraoxonasa (PON), utilizando paraoxén y fenilaceta-
to como sustratos (métodos cinéticos-espectrofotométricos), de la proteina
transportadora de colesterol esterificado (CETP), y de la fosfolipasa A2-aso-
ciada a lipoproteinas (Lp-PLAZ2) por métodos radiométricos desarrollados. A
su vez, se analizé la asociacion entre los marcadores mencionados y el meta-
bolismo del hierro, evaluado a través del hemograma, de los niveles de hierro
sérico, de transferrina, de ferritina, y de la saturacion de transferrina (méto-
dos estandarizados), determinados como parte de los criterios de inclusion.

En el estudio comparativo de pacientes con SH y controles, como
era esperable, los pacientes presentaron mayores niveles de saturacién
de transferrina y ferritina, y alteraciones del hepatograma consistentes en
aumento de la concentracion de bilirrubina total y de las actividades de las
transaminasas hepaticas. A su vez, pese a que no se observaron diferencias
significativas en los niveles de glucosa, la concentracion de insulina de los
pacientes duplico la de los controles (p<0,001).

Al comparar el perfil de lipidos y lipoproteinas de los pacientes con SH
con el de los controles, el grupo de pacientes presenté un aumento significati-
vo de las concentraciones de triglicéridos (TG) (p<0,001) y disminucion de los
niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) (p<0,005).

Al evaluar la concentracion de LDL oxidadas en circulacion plasmatica,
se detectaron niveles significativamente elevados en los pacientes con SH
con respecto a los controles (p<0,05).

En relacion a las proteinas y enzimas asociadas a lipoproteinas, los
pacientes con SH mostraron tanto un aumento de la actividad de la CETP
(p<0,05), encargada del intercambio de colesterol esterificado por triglicéri-
dos entre lipoproteinas, como de la Lp-PLA2, enzima marcadora de inflama-
cion vascular e involucrada en el proceso de oxidacion de las LDL (p<0,05).

Adicionalmente, se realizo la determinacion de la actividad de la enzi-
ma antioxidante unida exclusivamente a las HDL, PON1. La actividad PON
fue menor en los pacientes con SH respecto de los controles (p<0,05), mien-
tras que no se observaron diferencias en la actividad ARE (p>0,05).

Debido a que la enzima PON, se halla unida a las HDL y que los
pacientes con SH presentaron menor concentracion de C-HDL, ademas
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de resistencia insulinica, surge el interrogante de si estos factores o la SH
podrian estar involucrados en la menor actividad de la PON. Por este moti-
vo, se realizé un analisis multivariado en el que se definio la actividad PON
como variable dependiente y la edad, el indice de masa corporal, el C-HDL,
la actividad de CETP, el indice HOMA-IR y la concentracion de ferritina,
como variables predictoras o independientes. Este analisis identifico al
HOMA-IR como el Unico factor significativamente asociado a la actividad
PON, por lo que esta disminucion seria atribuible principalmente a la resis-
tencia a la insulina presente en los pacientes con SH (3=-0,46; T=-2,47;
p=0,02).

Con el mismo objetivo, se realizaron analisis multivariados para el
analisis de las variables predictoras de la actividad de CETP y de Lp-PLAz2.
De modo similar a la enzima PON, la presencia de resistencia a la insuli-
na explicé en mayor medida el aumento de la actividad de CETP (B=65.9;
p<0.0001; r2=0.35) siendo el rol del nivel de hierro de depdsito no significa-
tivo. No obstante, al analizar la actividad de Lp-PLA2 como variable depen-
diente, la concentracion sérica de ferritina explicé por si sola hasta un 40%
de la variabilidad de la actividad enzimatica (B=3,7; p<0,0001; r2=0,40).

En el estudio comparativo de pacientes con AF y controles, como era
de esperar dados los criterios de inclusion, las pacientes presentaron menor
concentracion de hemoglobina, ferritina y menor porcentaje de saturacion de
transferrina. A diferencia de los pacientes con SH, las pacientes con AF no
presentaron mayor concentracion de insulina, ni mayor indice HOMA-IR, con
lo que la AF no se encontrd asociada a resistencia a la insulina.

Respecto el perfil de lipidos y lipoproteinas, las pacientes con AF, pre-
sentaron aumento de TG (p<0,05) y disminucion de C-HDL (p<0,01) respecto
de las controles.

En linea con esta hipotesis, al estudiar la actividad de CETP, se eviden-
cio un aumento significativo en las pacientes con AF (p<0,05). Mas aun, la
actividad de la Lp-PLAZ2, |a cual se encuentra asociada a la oxidacion y modi-
ficacion de las lipoproteinas, también fue mayor en las pacientes respecto a
las controles (p<0,05). Por otro lado, al evaluar la actividad PON y ARE en el
grupo de pacientes con AF en comparacién con las controles sanas, no se
observaron diferencias en la actividad PON (p>0,05). No obstante, la activi-
dad ARE resulté menor en las pacientes con AF (p<0,05).

Se analizo la asociacion entre los distintos factores de riesgo cardiovas-
cular evaluados a través de correlaciones simples. Como era esperado, la
actividad ARE correlacion6 con el C-HDL, su transportador en circulacion,



98 Anales 2010-2012

asi como con la apo A-l. Por otro lado, la baja concentracién de hierro en
circulacioén (saturacion de transferrina) también se vio asociada con menor
actividad de ARE, asi como con aumento de las actividades de CETP (r=-
0,62; p<0,001) y de Lp-PLA2(r=-0,32; p<0,05). Por ultimo, el agotamiento
de los niveles de hierro de depdsito (baja concentracion de ferritina) se hallé
asociada a menor concentracion de C-HDL (r=0,39;p<0,05) y a mayor activi-
dad de CETP (r=-0,49; p<0,005).

En el periodo del subsidio se consiguié estudiar a 10 pacientes con
SH en los que se logré la concentracion de ferritina de mantenimiento reco-
mendada (< 70 ng/ml). En este analisis, se evidencio una mejora en el hepa-
tograma, caracterizada por una disminucion significativa de la actividad de
ALAT, en paralelo a disminucion de la concentracion de triglicéridos, de la
actividad de CETP, y de los marcadores de inflamacién (PCRus y Lp-PLA?2),
sugiriendo ello una relacion entre la deplecion de hierro y la reduccion del
riesgo cardiovascular en pacientes con SH.

En referencia al seguimiento de las pacientes con AF, inicialmente, se
evaluo el efecto de la administracién endovenosa de hierro a las 72 hs sobre
los diversos biomarcadores de riesgo aterogénico en 18 de las 20 pacientes
con AF. El tratamiento se asocio a un aumento de 3 veces la saturacion de
transferrina (p<0,001) y de 15 veces la concentracion de ferritina (p<0,0001).
Asimismo, 72hs post-infusiéon endovenosa se observé un aumento de la acti-
vidad ARE de la enzima antioxidante PON1 (p<0,05) y una disminucién en la
concentracion de TBARS, marcadora de estrés oxidativo (p<0,005).

Por ultimo, de las 20 pacientes iniciales, s6lo se pudo estudiara 7 una
vez finalizado el tratamiento (Hb>12g/dl). Como era esperable, la concentra-
cion de hemoglobina, asi como la saturacion de transferrina fueron mayores
al finalizar el tratamiento.

Al evaluar el perfil lipoproteico y la concentracién de los biomarcado-
res de riesgo cardiovascular en los cuales se encontraron diferencias signifi-
cativas en el estudio transversal, se observo una disminucion significativa de
las actividades de CETP (p<0,001) y Lp-PLA2 (p<0,05), y del estrés oxidativo
(concentracion de TBARS) (p<0,05). No obstante, no se observaron cambios
ni en la concentracion de TG, ni en la de C-HDL.

Los estudios transversales permitieron la caracterizacion del perfil
metabolico de los individuos ubicados en los dos extremos del metabolismo
del hierro. Los pacientes tanto con SH, como con AF, difirieron de los con-
troles en la concentracion plasmatica de TG y C-HDL. A su vez, a partir de
los estudios longitudinales se observo que el correcto abordaje terapéutico
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de ambas condiciones condujo a cambios beneficiosos en el metabolismo
lipopproteico.

En particular, los pacientes con SH, aparte de las alteraciones en el
perfil lipoproteico, presentaron: a) resistencia a la insulina, b) aumento de la
actividad de CETP, c) niveles elevados de LDL oxidadas, d) baja actividad de
la enzima antioxidante asociada a las HDL, PON y e) mayor actividad de Lp-
PLAZ, con lo que se evidencia un mayor riesgo aterogénico en los pacientes
con SH. Respecto a los mecanismos fisiopatolégicos de estas alteraciones,
los resultados de los estudios multivariados permitieron discriminar entre los
efectos de la SH y la resistencia a la insulina. El hecho de que la concentra-
cion de ferritina haya explicado por si sola hasta un 40% de la variabilidad
total en la actividad del marcador de inflamacién vascular, Lp-PLAZ2, estaria
indicando que el exceso de hierro seria el mayor determinante de la infil-
tracion, y diferenciacién de monocitos en el espacio subendotelial, proceso
clave en la aterosclerosis. Por otro lado, la presencia de resistencia a la insu-
lina se hallé relacionada en mayor medida a modificaciones en los factores
de riesgo lipidicos y con alteraciones en la composicion de las lipoproteinas
aterogénicas que la SH.

El tratamiento de los pacientes con SH se encontré principalmente
asociado a una menor actividad de CETP y a una reduccion significativa de
la concentracién de TG, modificaciones que sugieren una disminucién del
potencial aterogénico de las lipoproteinas con apo B. Asimismo, la reduc-
cion del hierro tisular se encontré asociada a disminucion de los niveles de
ambos marcadores de inflamacion sistémica y vascular (PCR-us y Lp-PLAZ2,
respectivamente). En conjunto, esta observaciones podrian explicar en parte
la relacion entre deplecion de hierro y reducciodn del riesgo cardiovascular
descrita por algunos autores.

Por otro lado, en las pacientes con AF se evidenciaron a su vez: a)
aumento de TG acompafiado de disminucion del C-HDL, b) disminucién de la
actividad ARE de la enzima PON1, y c) aumento de las actividades de CETP
y Lp-PLAZ2. Es de notar que estas modificaciones fueron compartidas con los
pacientes con SH, con lo que tanto en la deficiencia como en la sobrecarga
de hierro, alteraciones similares serian responsables del aumento del riesgo
de enfermedad cardiovascular. No obstante, en el caso de las pacientes con
AF, la resistencia insulinica no seria parte del proceso fisiopatoldgico.

Respecto del tratamiento de la AF, la administracion de hierro a las
72hs, indujo una activacion de los mecanismos antioxidantes (mayor activi-
dad ARE), lo cual se vio reflejado en la disminucion de la concentracion de
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TBARS. Esta mayor defensa antioxidante especificamente en la lipoproteina
antiaterogénica, HDL, podria estar a su vez involucrada en la disminucién en
la inflamacion vascular (Lp-PLA?2) observada para las pacientes con AF al
finalizar el tratamiento. De este modo, la reposicién de hierro a un organismo
deficiente se encontraria asociada a una mayor neutralizacion de lipidos oxi-
dados.

ABSTRACT

Alterations in iron metabolism have been related to high risk of cardiovas-
cular disease. In the present study, both iron overload (IO) and iron deficiency
(ID) were evaluated in cross sectional studies by comparing patients with sex
and age-matched controls and in prospective studies before and after their
corresponding treatments. A group of male patients with IO (n=20) showed
significantly higher transferrin saturation, ferritin, bilirrubin and transminases
in comparison with control subjects (n=20). Insulin levels were also increased
in the patients group. Regarding the lipoprotein spectrum, patients with 10
presented higher triglyceride, increased oxidized LDL and diminished HDL-
cholesterol levels, as well as elevated activities of cholesteryl ester transfer
protein (CETP) and lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA?2) and
decreased paraoxonase activity. Ten patients were treated by phlebotomy
or erythropheresis and after reaching ferritin levels < 70 ng/ml, they signifi-
cantly decreased triglyceride levels, and CETP and Lp-PLA2 activities. The
group of women with ID (n=20) showed significantly lower haemoglobin, fer-
ritin and transferrin saturation in comparison with control subjects (n=20).
Patients also presented higher triglyceride and HDL-cholesterol levels, as
well as increased CETP and Lp-PLA2, and diminished arylesterase activi-
ties. Eighteen patients were treated by endovenous iron administration and
evaluated after 72 h, which caused a three fold increase in transferrin satu-
ration and 15 fold increase in ferritin levels. Arylesterase activity was also
increased. When patients reached hemoglobin levels > 12 g/dl, CETP and
Lp-PLAZ2 activities also resulted to be significantly reduced (n=7). Then, both
|10 and ID shared different modifications in the lipoprotein profile, as well as in
lipoprotein-associated enzymes. Moreover, the role played by iron levels as
an atherogenic risk factor was also suggested by the results obtained in the
interventional studies.
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INTRODUCCION

El calcio es el catiéon mas abundante en nuestro organismo y es esencial,
no solo en el tejido éseo, sino también a nivel intracelular para la secrecién
exocrina, regulacion enzimatica, neurotransmisién, contraccion muscular,
entre otros. Como es de esperar, su nivel se encuentra estrechamente regu-
lado por la parathormona y la vitamina D.

La absorcion del calcio varia fundamentalmente a lo largo del ciclo de la
vida, siendo la etapa de lactancia el periodo de mayor absorcion (55-60%);
en la adolescencia estos valores descienden (35-40%); para establecerse en
un 30% en la etapa adulta. A partir de la mitad de la vida en adelante, la efi-
ciencia de absorcién declina casi 0.2% por afio, con un porcentaje adicional
del 2% en la menopausia’.

Existe una relacion inversa del consumo de calcio con la eficiencia de la
absorcion: ésta disminuye a medida que la cantidad ingerida aumenta, sien-
do éste un mecanismo adaptativo de proteccion a las altas concentraciones
de calcio luminal. Esta comprobado que superando 1 g/dia de calcio en la
dieta la absorcion normalmente no supera 500-600 mg/dia y se incrementa
simultaneamente el calcio fecal2.

La suplementacién con calcio al aporte normal de la dieta es necesaria
en ciertas etapas de la vida, estados metabdlicos o enfermedades. La utiliza-
cion de comprimidos de Ca es una opcidn, pero como toda medicacion tiene
inconvenientes tales como el costo y la adhesién del paciente al tratamiento.
Si bien existen en el mercado una amplia variedad de productos que poseen
calcio en buena proporcién asi como productos enriquecidos con calcio, no
resulta sencillo estimar la cantidad de calcio que se ingiere a partir de ellos
porque en muchos casos la cantidad de Ca no es provista por el fabricante
en el envase.

[101]
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El objetivo de este proyecto fue hacer un relevamiento del contenido de
calcio en lacteos de consumo masivo y construir una base de datos de acce-
so libre que permita conocer el real contenido de calcio de los alimentos.

Dada la falta de informacion sobre la biodisponibilidad de calcio a partir
de los diferentes lacteos a nivel experimental con animales y en humanos, se
planted como objetivo adicional evaluar la biodisponibilidad de calcio a partir
de quesos, en ratas in vivo.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un muestreo de productos lacteos de locales de venta no sien-
do éstos solicitados a las empresas productoras.

Determinacion de calcio

Las muestras se colocaron en un papel de filtro y posterior al secado se
incineraron en mufla a 550°C durante 4 hs y la ceniza se disolvié en solucién
HCI 0.5 N. Las determinaciones se realizaron por espectrofotometria de absor-
cion atomica (Arolab MK 11). En todos los casos se procesaron paralelamente
muestras como standard con contenido de calcio conocido (0-100 pg/ml).

Biodisponibilidad de calcio a partir de diferentes tipos de quesos

Se utilizaron ratas Sprague Dawley hembras de 100 dias a las que se les
administré una dieta controlada y se determind el porcentaje de absorcién
de Ca (%Ca). Se determin¢ la cantidad de Ca ingerido con el queso (CaQ) y
la cantidad de calcio excretada en las 48 hs (Ca48). Con los datos de CaQ 'y
Ca48 se calcul6 el*Ca=(CaQ-Ca48)x100/CaQ vy la cantidad de calcio absor-
bido (Ca abs, mg) luego de la administracién de cada muestra de queso. Se
evaluaron queso rallado (900 mg%), reggianito en trozo (760 mg%), queso
cremoso (500 mg%) y untable (270 mg%). Se utilizaron 4 ratas por cada tipo
de queso investigado. Se administraron 3.1 g de queso rallado, 1.4 g de reg-
gianito en trozos, 3.2 g de queso cremoso y 5.0 g de queso untable.

Software de calculador de consumo de calcio

Se desarrollé un software que permite el calculo de la ingesta diaria de
calcio de cada individuo de manera personalizada en funcion del sexo y la edad.
Posteriormente y en funcion de los alimentos habituales de consumo el soft-
ware sugiere dietas que permitan cubrir los requerimientos diarios de calcio.
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RESULTADOS

Determinacion de calcio

Se procesaron las muestras que se detallan en la tabla, se clasificaron
por tipo prescindiendo de la marca ya que no hubo diferencias significativas
en los valores entre ellas. Los valores se expresan en mg Ca/100 ml en caso
de productos liquidos (leches) y en mg Ca/100 g de producto sélido o semi-
solido (quesos, yogurt, crema, dulce de leche). Los resultados de los valores
medidos (VM) se compararon con los valores teéricos (VT) expresados por
la empresa fabricante con la prueba T de student para una sola muestra de
datos. Se consideraron diferencias significativas(**) si p<0.01.

Producto n VT VM Producto n VT VM

LE 7 110 1345 ** Dulce de leche 19 193 21257

LE + Ca 13 140 150+43 Queso crema 10 270 181+143

LD 8 110 150+25 ** Queso untable 18 347 342+104

LD +Ca 8 140 155+36 Quesocremoso 22 633 702+111

LP entera 3 888 1002+52 Queso por salut 12 650 581+129
LP descremada 9 1227 1232186 Queso fynbo 3 700  936+37**

LP desc + Ca 3 1850  1437+57 **  Queso provolone 3 900 926+42

Yogurt 18 98.60 113+39 Queso pategras 10 961 944+95

Yogurt + Ca 3 400 499+58 Queso sardo 5 818 855+65
Cremadeleche 19 64 66+17 Queso reggianito 24 1267  1312+88

LE: Leche entera. LD: Leche descremada. LP: Leche en polvo. + Ca: productos suplementados
con calcio

Para una mayor simplicidad en los calculos se sugiere agrupar los que-
sos en blandos (300 mg%), semiblandos (600 mg%), semiduros (900 mg%) y
duros (1200 mg%).

Estos resultados se encuentran disponibles de manera libre y gratuita en
el sitio web del Laboratorio de Biologia Osea de la Facultad de Cs Médicas -
UNR (www.biologiaosea.com.ar).

Biodisponibilidad de calcio a partir de diferentes tipos de quesos

La variabilidad de los datos hizo imposible la comparacién entre los cua-
tro tipos de quesos, razén por la cual se agruparon en quesos duros (reggia-
nito en trozos y rayado) y quesos blandos (cremoso y untable). Se determino
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que el»Ca (mediatSD) con queso blandos (56+9%) es mayor que para que-
sos duros (39+2%). Cuando se compararon las cantidades absorbidas se
encontré mayor absorcion de Ca con los quesos blandos (8.5+4.1 mg) que en
los quesos duros (7.6+1.6 mg). Se puede observar que no hay diferencias en
la incorporacion de Ca partir de quesos duros o blandos.

Software de calculador de consumo de calcio

Se definieron los puntos clave para el desarrollo del software de calculo
para lo cual se tendra en cuenta los requerimientos de calcio (mg/dia) segun
sexo y edad3. Lactantes y Nifios de 0-6 meses: 300-400; de 7-12 meses: 400;
1-3 afos: 500; 4-6 afios: 600; 7-9 afos: 700. Adolescentes de 10-18 afios:
1300; Mujeres de 19 afios hasta la menopausia: 1000. Mujeres Postmeno-
pausicas: 1300. Ultimo trimestre de embarazo: 1200. Hombres de 19-65
afos: 1000. Hombres de 65+ afios: 1300.

A partir de un cuestionario cerrado el software estima el calcio ingerido
por cada persona. Con esa informacion el software sugiere diferentes die-
tas para suplementar la dieta y alcanzar los requerimientos de calcio. Las
dietas se dividen de la siguiente manera en funcion de los alimentos prefe-
rentes ya sea por gusto o posibilidades econdmicas: solo a base de leche,
leche+quesos, leche+yogur, leche+yogur+queso, yogur+queso.

CONCLUSIONES

El desarrollo del proyecto ha aportado informacion valiosa sobre el con-
tenido de calcio en los diferentes lacteos, especialmente para aquellos que
no cuentan con el contenido de calcio en el envase. Los resultados demues-
tran que un 46% de los productos lacteos no presentan informacién sobre el
contenido de calcio en el envase o de facil ubicacion a través de medios de
comunicacion o informacién de la empresa. Es de destacar que se ha halla-
do amplia coincidencia entre los valores detallados por los fabricantes y los
medidos en el laboratorio.

Es importante destacar que no es suficiente conocer solo el contenido de
Ca sino también es necesario saber sobre su biodisponibilidad ya que esta
influird en el aprovechamiento del cation por el organismo. Por ello de los
experimentos de biodisponibilidad se concluye que desde el punto de vista
nutricional seria conveniente la suplementacién de Ca utilizando quesos de
bajo contenido calcico, favorecido ademas por el menor contenido de sodio y
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de grasa. Dada la baja cantidad de Ca en la leche comparado con los quesos
y dada la poca diferencia entre leche fortificada y no fortificada, no se pudie-
ron realizar experimentos de biodisponibilidad con leche.

Los resultados de este proyecto permitiran estimar de una mejor y facil
manera las cantidades de Ca ingeridas tanto a profesionales como al publico
en general. Con esta informacién es posible calcular la cantidad de Ca nece-
sario para alcanzar a los requerimientos diarios de Ca, siendo esto posible
utilizando fuentes naturales de Ca.

ABSTRACT

Calcium is essential in nutrition. Its absorption varies along the life cycle:
infancy (565-60%), adolescence (35-40%), adult (30%). From adult-
hood absorption efficiency declines by 0.2% per year, with an additional
of 2% at menopause. Supplementation with tablets have a cost and need
patient adherence to treatment. While on the market a wide variety of prod-
ucts that have calcium in good proportion is not easy to estimate the amount
of calcium ingested. The objective of this project was to survey the content of
calcium in dairy products. Calcium content was analyzed by atomic absorp-
tion spectrophotometry. The samples were classified by type apart from the
mark as there were no significant differences between them. The results
of the measured valueswere compared with theoretical values. It has been
found coincidence between the theoretical values and measured values. In
few cases the measured values was greater (whole milk, skimmed milk
and Fynbo cheese). Only in one case (skimmed milk powder fortified with cal-
cium) the measured value was lower than that reported by the company. The
project has provided valuable information on the calcium content of different
dairy products, especially those who lack the calcium content in the container.
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INTRODUCCION

La cryptococosis es una micosis sistémica cuyo agente etiolégico es una
levadura capsulada del genero Cryptococcus. Este patdégeno oportunista y
cosmopolita vive en el ambiente, desde donde penetra por via inhalatoria lle-
gando a los alvéolos pulmonares del huésped, pudiendo luego diseminarse a
otras partes del organismo.

Las manifestaciones clinicas son muy variadas, la enfermedad es poten-
cialmente severa en individuos inmunocomprometidos, como pacientes con
SIDA, transplantados y en enfermos tratados con corticoides. En ellos la
manifestacion clinica mas frecuente es la meningitis o meningoencefalitis.
La patogenia de la enfermedad resultara de la interaccion entre el estado
inmune del huésped, virulencia y tamafio del inéculo.8.9

El género Cryptococcus reconoce dos especies patdgenas,
C.neoformansy C.gatti C.neoformans es un hongo de ditribucidon geografica
universal mientras que C. gatti predomina en suelos tropicales y subtropica-
les Hasta el presente han sido reconocidas dos variedades de C.neoformans
con diferentes ecologia, epidemiologia que afectan a huéspedes con carac-
teristicas inmunoldgicas opuestas: C. neoformans var. grubii mundialmente
distribuida, y C. neoformans var. neoformans principalmente encontrado en
el sur de Europa.2

En los ultimos afios una serie de técnicas moleculares han sido emplea-
das para caracterizar aislamientos de hongos de importancia médica. La
posibilidad de realizar estudios moleculares utilizando el ADN de esta leva-
dura ha permitido adquirir mayores conocimientos acerca de su epidemio-
logia. La técnica molecular de PCR permitio clasificar los aislamientos de
este hongo en ocho tipos moleculares: VNI (var. grubii, serotipo A), VNII (var.

[106]



Fundacién Alberto J. Roemmers 107

grubii, serotipo A), VNIII (serotipo AD), VNIV (var. neoformans, serotipo D),
VGI, VGII, VGl y VGIV (var. gattii, serotipos B y C).1.10

Estudios realizados por un conjunto de paises iberoamericanos en el
afno 2007 demostraron que el 68% de los aislamientos pertenecian a C. neo-
formans var. grubii lo cual concuerda con el hecho que se trata de una varie-
dad cosmopolita.”

El objetivo de este estudio fue genotipificar los aislamientos autdéctonos
estudiados, determinar la especie y variedad de los mismos. Los resultados
obtenidos en este estudio permitieron establecer una posible relacion epide-
mioldgica entre aislamientos clinicos y estado inmunoldégico de los hospede-
ros.

MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se estudiaron 53 aislamientos de hongos
levaduriformes aisladas en liquidos cefalorraquideos (LCR) de pacientes
inmunocomprometidos (VIH positivos) que fueron atendidos en centros de
salud de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Las cepas fueron recolecta-
das en el periodo que abarca desde el afio 1997 hasta el afio 2007, distribu-
yéndose de la siguiente manera: 15 cepas (afio 1997), 10 cepas (afio 200), 12
cepas (afo 2002) y 16 cepas (afio 2007)

Las levaduras fueron identificadas segun su capacidad en la produccion
de capsula polisacaridica (prueba de la tinta china), produccién de ureasa en
medio de Christensen, pruebas de fermentacion y asimilacion de carbohidra-
tos por método comercial (Api 20 C, Bio Merieux, Francia) y produccién de la
enzima fenol oxidasa en agar semilla de girasol.

ESTUDIO MOLECULAR

Extraccion de ADN: Se efectud una ruptura mecanica con nitrégeno
liquido y arena estéril siguiendo el protocolo propuesto por Meyer et al modi-
ficado por el uso de arena estéril en lugar de perlas de vidrio Se purifico el
material extraido con proteinasa Ky RNAsa y se extrajo el mismo con fenol
y cloroformo. Posteriormente se precipitdé con alcohol etilico y se suspendid
en buffer de TE. EI ADN gendmico extraido fue analizado mediante electrofo-
resis en gel de agarosa 0.8% en buffer TBE 1X y lectura espectrofotometria
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(Abs 260/280).Se compard la técnica anterior con la descripta por Del Poeta
etal. La misma reemplaza el uso de nitrégeno liquido por un detergente como
el Triton X-100.3.5

Determinacion de la Variedad: la variedad de cada aislamiento se
identificé amplificado al material genetico obtenido mediante la técnica de
PCRy corrida electroforética de los productos obtenidos en gel de agarosa al
0.8%. Los cebadores utilizados fueron

CNa-70-S (5'-ATTGCGTCCACCAAGGAGTC-3)

CNa-70-A (5'-ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3").

Tipos moleculares: El mismo se determind con la técnica de PCR fin-
gerprinting. Se utilizo la secuencia microsatélite M13 (5-GAGGGTGGCGG-
TTCT-3’) siguiendo el protocolo descripto previamente por Meyer y col. cita-
do anteriormente.4.6 Se utilizaron como patrones de genotipo las cepas de
C.neoformans var. neoformans WM 148 VNI, WM 626 VNII,WM 628 VNIl y
WM VNIV

RESULTADOS

Los resultados de los métodos convencionales permitieron identificar a
todos los aislamientos como pertenecientes al género Cryptococcus especie
neoformans.

La electroforésis de los productos de amplificacion obtenidos con los
cebadores CNa-70-S y CNa-70-A permitié observar una banda de ADN,
en todas los aislamientos estudiados, de aproximadamente 730 pb que se
corresponderia a al identificacion de C. neoformans var. grubbii.El de las cua-
les 50 cepas demostraron pertenecer al genotipo VNI (94%) y 3 (6%) de los
mismos al genotipo VNII.

CONCLUSIONES

Mediante el analisis espectrofotométrico del material extraido pudimos
determinar en nuestro estudio que no se observan diferencias en el rendi-
miento de las técnicas de extraccion utilizadas. El ADN obtenido por ambas
técnicas fue optimo para la aplicacion posterior de las técnicas de amplifica-
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cion. De esta manera comprobamos la utilidad de metodologias mas econo-
micas que pueden servir de alternativa para la extraccién de material genéti-
co a partir de la célula fungicas levaduriforme.

Por otro lado la genotipificacion de los aislamientos obtenidos en nuestra
region permitié determinar que no existirian hasta el momento diferencias
epidemiologicas con los resulytados documentados en estudios anteriores.
La prevalencia de especie y variedad fue similar en nuestros pacientes inmu-
nocomprometidos VIH positivos y prevalecié el aislamiento de C. neoformans
var. grubii VNI a través del paso del tiempo.

ABSTRACT

The Cryptococcus encapsulated yeast is the etiologic agent of the
systemic micosis known as cryptococosis. Meningitis or meningoencefali-
tis is its most frequent expression.The Cryptococcus genre distinguishes
two pathogenic species: C.neoformans,which has a universal geographical
distribution, and C.gatti which appears mainly on tropical and subtropical
soils.Two varieties of C.neoformans with different ecological and epidemio-
logical characteristics have been identified. They affect hosts with opposite
inmuniological characteristics: C. neoformans var. grubii which is worldwide
distributed and C. neoformans var.neoformans mainly found in the south of
Europe. The isolates have been classified into eight molecular types with
the PCR technique: VNI (var. grubii, A serotype), VNII (var. grubii, A sero-
type), VNIII (AD serotype), VNIV (var. neoformans, D serotype D), VGI, VGII,
VGlIl'y VGIV (var. gattii, B and C serotypes). In this research 53 positive HIV
patients’ cerebrospinal fluid isolates have been studied.The strains, which
were collected from 1997 to 2007, were analysed by conventional methods
which led to their identification as Cryptococcus especies neoformans.The
genetic material was studied with two different molecular techniques and no
differences were observed as regards their quality and performance. It was
amplified with the CNa-70-S and CNa-70-A primers which led to the iden-
tification of var. grubbii in all isolates. The isolate genotyping with the M13
sequence resulted in the 94% VNI prevalence and just 6% for VNII.
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INTRODUCCION

Cryptococcus neoformans (C. neoformans) fue descubierto a fines del
siglo XIX por Sanfelice, quien aislé el microorganismo de jugo de duraz-
not.23,

El nombre Cryptococcus designa a la fase anamorfa de un hongo clasifi-
cado dentro de la division Basidiomycota; el estado teleomorfo se denomina
Filobasidiella. Este género es levaduriforme y se caracteriza porque posee
una capsula compuesta por polisacaridos de alto peso molecular, que es el
principal factor de virulencia. Hay alrededor de 70 especies de Cryptococcus
pero la taxonomia de este grupo esta actualmente siendo reevaluada dado
que la biologia molecular ha mostrado diferencias entre los especimenes que
anteriormente se clasificaban como variedades4. De todas las especies, las
que se encuentran dentro del denominado complejo C. neoformans - C. gat-
tii son las mas patogenas para el hombre y otros animales. Sin embargo,
Cryptococcus laurentiiy Cryptococcus albidus han sido hallados ocasionan-
do enfermedad en animales y humanos con la inmunidad comprometida, ya
sea por estar afectados por HIV, cursando tratamientos quimioterapicos o por
padecer inmunosupresion metabdlica.5.6.7.8

C. neoformans fue descripto como patégeno humano por primera vez
en el afio 1894, cuando Busse y Buschke, en Alemania, registraron el primer
caso clinico en una mujer3. En nuestro pais, las dos primeras observaciones
de criptococosis fueron hechas por Flavio Nifio en 1928 y 1936°.

Actualmente, las dos especies de Cryptococcus consideradas patoge-
nas pertenecen al denominado complejo Cryptococcus neoformans-Crypto-
coccus gattii que esta formado por: C. gattii (serotipos By C) y C. neoformans
con dos variedades, C. neoformans var. grubii (serotipo A) y el C. neoformans
var. neoformans (serotipo D). Existiendo también un hibrido de estas dos ulti-

[111]
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mas variedades, el serotipo AD. Cada especie difiere bioquimica, biolégica
y epidemiologicamente, tanto en sus hospedadores naturales como en la
manifestacion de la enfermedad2.10-12,

Las especies y variedades difieren en su distribucién geografica. C. neo-
formans se halla en todo el mundo mientras que C. gattii prevalece en zonas
de clima tropical y subtropical, aunque ya existe sobrada evidencia de que
amplio su distribucion en el ambiente.13-17

C. neoformans var. neoformans ha sido aislado de diferentes fuentes
naturales. Su reservorio principal son las deyecciones de palomas y otras
aves, aunque se han informado aislamientos de lavados nasales de perros y
gatos en Australia’s.

C. neoformans var. grubii es de distribucion mundial. Aparece natural-
mente en guano de aves y en los huecos de algunos arboles, también ha sido
aislado de excretas de canguros, pelo de lobo, asi como de jaulas de tigres
y avestruces9.20,

C. gattii ha sido aislado de varias especies de eucaliptos, de guano de
murciélago y de avispas (Polybia occidentales)12.13.21,22,

Varias especies del género Cryptococcus han sido halladas distintas fami-
lias y géneros de arboles de diferentes lugares del mundo.!5.17.19.23-28

En las ultimas décadas del siglo XX la incidencia de la criptococosis
subié dramaticamente principalmente debido la epidemia de SIDA. Hoy
ocupa el cuarto lugar dentro de las infecciones oportunistas que afectan a
los pacientes VIH positivos. En estos pacientes, en la Republica Argentina,
su incidencia es mayor que en los Estados Unidos y Europa superando el
10% de los casos de SIDA y constituye una de las causas mas frecuentes de
muerte?9.30,

Las cepas de serotipo A (C. neoformans var. grubii) son las que afectan a
mas del 90% de pacientes con SIDA, mientras que Cryptococcus gattii afecta
clasicamente a pacientes imnunocompetentes. En la Isla de Vancouver hubo
un brote que ilustra la habilidad de este organismo para causar enfermedad
en individuos que clasicamente no se consideran de alto riesgo?11.16,

En Argentina, a pesar de que la incidencia de la criptococosis ha aumen-
tado 40 a 50 veces a partir de la pandemia del SIDA, el conocimiento que
se tiene sobre la distribucion ambiental de Cryptococcus es escaso (30,31).
Las ciudades de Resistencia y Corrientes se encuentran cerca del limite con
Brasil y Paraguay donde este hongo es endémico. Todos estos datos avalan
la necesidad de ampliar el conocimiento sobre la ecologia de este géneroy la
epidemiologia de la criptococosis, tanto en el ser humano como en animales,
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constituyendo un importante estimulo para proseguir en los estudios sobre
el tema.

Asi, el objetivo de este trabajo fue investigar la presencia de especies del
género Cryptococcus en arboles de las ciudades de Resistencia y Corrientes.

MATERIALES Y METODOS

Durante los afios 2010 y 2012 se realizaron tomas de muestra en 5 plazas
(Plaza principal 25 de Mayo, Plaza Espafia, Plaza 9 de julio, Plaza Belgrano,
Plaza 12 de Octubre), en el predio del campus de la Universidad Nacional del
Nordeste y en el Paseo de los Artesanos de la ciudad de Resistencia y del
Paseo Arazaty, del Parque Mitre, la costanera sur y 2 plazas (Plaza Cabral,
Plaza 25 de Mayo) de la ciudad de Corrientes.

Recoleccion

Las muestras se tomaron frotando las grietas de la corteza y los huecos
de los arboles con un hisopo humedecido en solucion salina estéril (0,85%
CINa) suplementada con cloranfenicol (10 mg/ml), recogiendo asi los detri-
tos depositados en estos lugares. Los hisopos se transportaron en tubos de
ensayo con 3ml de dicha solucion.

Aislamiento

Sin retirar los hisopos, los tubos se agitaron manualmente durante 5
minutos. Luego se retiraron los hisopos y se dejé sedimentar la solucion
durante 10 minutos.

Con el sobrenadante, se realizaron diluciones 1:10 en solucion fisiologi-
ca esteéril. De la dilucion y el sobrenadante, se sembraron 100 pl, en placas
separadas, en medio de Pal (32) suplementado con bifenilo (0,1%). Las pla-
cas inoculadas se incubaron a 32°C. A partir de las 48 horas y durante 7 dias,
se aislaron las colonias levaduriformes con coloracién marrén y/o aspecto
cremoso o mucoide. El aislamiento se realiz6 en medio de Sabouraud.

Identificacion:

1. Test de la tinta china para la observacion de capsula
2. Prueba de ureasa

3. Pruebas de fermentacion

4. Pruebas bioquimicas para identificacion de especies:
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Medio de canavanina, glicina y azul de bromotimol (CGB)

Auxonograma (pruebas de asimilacion de compuestos carbonados y de
nitrégeno)

Todas las cepas fueron incorporadas al cepario del Area de Micologia
del Instituto de Medicina Regional (UNNE).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 170 arboles muestreados, en 15 se encontraron levaduras del
género Cryptococcus.

Todas las cepas que presentaron coloracion marrén en el medio de Pal
fueron consideradas como especies pertenecientes al complejo C. neofor-
mans - C. gattii, a las que luego se les realizaron prueba de ureasa, fer-
mentacién, auxonograma y medio de CGB. A las cepas de aspecto mucoide
blanquecino-crema en el medio de Pal se les practicé pruebas de ureasa,
fermentacion y auxonograma para su identificacion a nivel de especie.

En las Tablas 1 y 2 se indican las especies de arboles de las cuales
fueron aisladas dichas cepas en las ciudades de Corrientes y Resistencia
respectivamente.

Tabla 1. Arboles muestreados en la ciudad de Corrientes

Nombre comiin Nombre cientifico Numero muestreado | Autéctono Aislamientos
(n=55) (n=6)
Lapacho rosado Tabebuia avellanedae 6 Si -
(T. impetiginosa)
Ibira pita Peltophorum dubium 9 si C. albidus(2)
Chivato Delonix regia 3 no C. albidus’
Lluvia de oro Cassia fistula 2 no -
Tipa Tipuana tipu 22 si C. neoformans’
Roble sedoso Grevillea robusta 1 no -
Eucaliptus Eucaliptus sp. 1 no -
Gomero/ Higuera de Ficus elastica 5 no -
la India
Jacaranda Jacaranda mimosifolia 3 Si -
Brachichito Brachychiton populneus 1 no -
Timbo Enterolobium 1 si C. albidus’
contortisiliquum
Palo borracho Ceiba speciosa 1 Si C. albidus’
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Tabla 2. Arboles muestreados en la ciudad de Resistencia

Nombre comiin Nombre cientifico Numero Autéctono Aislamiento
muestreado (n=9)
(n=115)

Tipa Tipuana tipu 50 si C. neoformans’
Eucaliptus Eucaliptus sp. 10 no -

Lapacho rosado Tabebuia avellanedae 8 si C. neoformans’

(T. impetiginosa)
Jacaranda Jacaranda mimosifolia 5 si C. laurentii!

Alamo Populus sp. 2 no -

Tuya Thuja sp. 2 no C. neoformans’
Brachichito Brachychiton populneus 2 no -

Roble sedoso Grevillea robusta 4 no C. gattii?

Quebracho colorado Schinopsis balansae 1 si -
Palo borracho Ceiba speciosa 4 si -
Pino Pinus sp. 7 no -
Timbo Enterolobium contortisiliquum 3 si -
Chivato Delonix regia 1 no -
Crespon Lagerstroemia indica 1 no -
Falso caoba/Pata de Vaca Bauhinia forficata 2 si -
Mirto Myrtus communis 2 no -

Ibird pita Peltophorum dubium 7 si C. neoformans3
Alcanfor Cinnamomum camphora 1 no -
Ciprés de los pantanos Taxodium distichum 3 no -

Cryptococcus gattii fue aislado por primera vez en 1990 por Ellis y Pfei-
ffer a partir de Eucalyptus spp en Australia, hecho a partir del cual se ha
sefialado a este arbol como principal nicho ecolégico para este microorga-
nismo. Sin embargo, el aislamiento de C. gattii a partir de Eucaliptus fuera
de Australia es poco frecuente7.29.33, En nuestro estudio, pese a muestrear
dicha especie arborea, no se hallaron en ninguno de ellos cepas del género
Cryptococcus.

Si bien el principal nicho ecolodgico de C. neoformans se asocia a excre-
tas de palomas, esta levadura también ha sido aislada de huecos de tron-
cos de arboles'7.33.34, En nuestro estudio C. neoformans ha sido aislado de
especies arboéreas autdctonas como Tipuana tipu en la ciudad de Corrientes
y Resistencia y de Tabebuia avellanedae, Peltophorum dubium en la ciudad
de Resistencia.
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CONCLUSIONES

Los arboles de esta region como Peltophorum dubium, Tipuana tipu, Cei-
ba speciosa, Enterolobium contortisiliquum, Tabebuia avellanedae (T. impe-
tiginosa), Jacaranda mimosifolia pueden ser nicho ecoldgico de las especies
del género Cryptococcus reconocidas como patégenas, convirtiendo a estos
arboles en potenciales fuentes de infeccion para los animales y humanos del
lugar.

Seria interesante realizar la relacion genética que existe entre las cepas
ambientales de Cryptococcusy las cepas aisladas de muestras clinicas para
confirmar esta hipdétesis y poder tomar acciones para evitar la infeccién con
estos agentes, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos, donde la
morbi-mortalidad es mas altas que en pacientes inmunocompetentes, aun-
que estos también pueden ser afectados.

ABSTRACT

In Argentina, information about epidemiology and environmental distribu-
tion of Cryptococcus is scarce. Resistencia and Corrientes cities are near the
border of Brazil and Paraguay where this fungus is endemic. This supported
the need to investigate the ecology of this genus and the epidemiology of
cryptococcosis in this area.

The aim was to investigate the presence of species of the Cryptococcus
genus in trees of the cities of Resistencia and Corrientes.

One hundred and seventy trees were sampled by swabbing technique.
The isolates were identified using ureasa activity, carbohydrates fermentation
and assimilation of nitrogen and carbon source. Differentiation of Cryptococ-
cus neoformans-Cryptococcus gattii species complex was determined by the
color reaction test on the canavanine-glycine-bromotymol blue agar medium.

Cryptococcus was found in 15 out of the total trees. 7 out of 15 Cryp-
tococcus isolates were identified as C. neoformans (one in Corrientes city
and six in Resistencia city), five isolations were identified as C. albidus (all
of them from Corrientes city), two as C. gattii (all of them from Resistencia
city) and one as C. laurentii in Resistencia city. C. neoformans strains were
isolated from Tabebuia avellanedae, Tipuana tipu, Thuja sp. and Peltophorum
dubium. Both isolates of C. gattii were isolated from Grevillea robusta. C.
albidus strains were isolated from Peltophorum dubium, Delonix regia, Ceiba
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speciosa, Enterolobium contortisiliquum, and C. laurentii was isolated from
Jacaranda mimosifolia.

Native trees of northeastern Argentina are able to be hosts of the spe-

cies recognized as pathogenic of Cryptococcus genus. This fact allows us
to suggest that these trees are potential sources of infection for animals and
human. This is the first epidemiological and ecological study about Crypto-
coccus genus developed in northeastern Argentina.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR RAPIDO DEL COMPLEJO
BURKHOLDERIA CEPACIA EN PACIENTES FIBROQUISTICO

Daniela Centron
Depto de Microbiologia, Inmunologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Buenos Aires

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DEL GEN RECA DIRECTAMENTE
A PARTIR DE ESPUTO DE PACIENTES CON FQ.

Se reciebieron 170 muestras clinicas en el Laboratorio de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires, las cuales fueron analizadas
por PCR con los cebadores Bur3 y Bur4 siguiendo el algoritmo desarrolla-
do anteriormente. Se obtuvo la amplificacion del gen recA en 97 muestras
clinicas, luego de la extraccion del material genético bacteriano a partir de
la muestra clinica. Cabe resaltar, que de rutina se solicitaron tres muestras
de esputo seriadas recogidas por la mafiana, previa higienizacién bucal y
posterior recoleccion en frascos estériles de boca ancha. Se trabajaron con
las 3 muestras seriadas de manera independiente desde la extraccion de
ADN total hasta la realizacién de la amplificacion por PCR. En el 88% de los
casos, fue PCR positivo en las 3 muestras seriadas, en el 2,4% de los casos
fue PCR positiva en 2 de las 3 muestras de esputo y en el 1% de los pacientes
analizados se identific6 como positivo por PCR 1 de las 3 muestras seriadas
remitidas al laboratorio. Estos resultados reflejan la importancia de un mini-
mo numero de 3 muestras seriadas por paciente para aumentar la probabi-
lidad de recuperacion, demostrando la heterogeneidad de las comunidades
bacterianas residentes en el pulmén de estos pacientes. La secuenciacion
de los 97 amplicones generados en este algoritmo diagndstico, reveld que el
72% de los mismos correspondian a diferentes especies genéticas del CBC,
mientras que el 28% eran B. no cultivable (N=8) y Burkholderia spp. (N=19),
no pertencientes al CBC (Tabla 1).

Con respecto a la distribucion entre paises, en Argentina se observé
en orden decreciente B. multivorans 13/49 (28%); B. cepacia 7/49 (15%), B.
cenocepacia 6/49 (13%), B. contaminans 5/49 (11%), B. vietnamiensis 4/49
(9%) y B. stabilis 2/49 (4%). Con respecto a las cepas identificadas como no
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pertenecientes al CBC, la frecuencia de aislamiento fue para Burkholderia
spp. 9/43 (21%) y para Burkholderia no cultivable 3/49 (7%). Por su parte, en
Brasil (N=46) se identificd B. cenocepacia (33%), B. multivorans 7/46 (15%),
B. contaminans 4/46 (9%), B. cepacia 2/46 (4%) y B. vietnamiensis 2/46 (4%).
Y con respecto a las cepas no pertenecientes al CBC: Burkholderia spp.
10/46 (24%) y B. no cultivable 5/46 (11%).

Tabla 1. Resultados obtenidos de la secuenciacion de las 97 amplicones.

Especies genéticas del CBC por Numero de
PCR/secuenciacion muestras
B cenocepacia 24 (23%)
B.multivorans 20 (21%)
B.cepacia 9 (10%)
B. contaminans 9 (10%)
B. vietnamiensis 6 (6.5%)
B.stabilis 2 (2%)
Especies no pertenecientes al Numero de
CBC por PCR/secuenciacion muestras
Burkholderia no cultivable 8 (9%)
Burkholderia spp 19 (19%)

En conclusioén, los cebadores Bur3 y Bur4 del gen recA permitieron
detectar la presencia de bacterias del complejo CBC con alta especificidad
y sensibilidad para posteriormente por secuenciacion asignarle la especie
genética correspondiente. La secuencia contribuyo a simplificar el analisis y
areducir los costos (internacion, medicacion, etc.), y en perspectiva se prefie-
re el método basado en la secuencia de genes por sobre otras metodologias.



PRESENCIA DE RICKETTSIA MASSILIAE'Y ANAPLASMA
PLATYS EN GARRAPATAS Y CANINOS DOMESTICOS DE LA
CIUDAD AUTONOMA DE BUENOS AIRES Y EL MUNICIPIO DE
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Lebrero?, Pablo Vidal2, Nazarena De Salvo?, Fernando Beltran't, Federico
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(1) Seccién Serologia y Pruebas Biologicas — Instituto de Zoonosis Luis Pasteur
(Ministerio de Salud — GCABA);2 Direccion de Zoonosis — Municipalidad de Bahia
Blanca;3 Laboratorio de Espiroquetas y Patégenos Especiales — Instituto de Salud
Carlos Il (Espafa)
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INTRODUCCION

Las rickettsiosis, ehrlichiosis y anaplasmosis son consideradas el para-
digma de las enfermedades emergentes debido al incremento en su inci-
dencia y a su expansion geografical-4, forman un grupo de enfermedades
zoonoéticas cuya severidad en el hombre varia desde formas benignas y
autolimitadas a infecciones fulminantes de elevada mortalidad. La familia
Rickettsiaceae, género Rickettsia se compone de tres grupos5.6. El grupo
de las fiebres manchadas (entre las que encontramos a R. rickettsii -Fiebre
de las Montafias Rocosas-, R. conorii -Fiebre Exantémica Mediterranea-)
son transmitidas por garrapatas ixddidas (garrapatas duras). El grupo de las
fiebres tificas (R. typhi y R. prowaseckii), transmitidas por pulgas y piojos
respectivamente. Y por ultimo, el grupo de R. bellii. Son bacterias gram-
negativas intracelulares obligatorias, muchos animales (mamiferos y aves)
son susceptibles a las infecciones y desarrollan bacteremias de distinta
duracion y signologia clinica, quedando aun por determinar el rol que jue-
gan como reservorios. El numero de especies de Rickettsia asociadas con
enfermedad humana se encuentra en progresion constante'2.4.6, La familia
Anaplasmataceae se divide en tres génerosS. El género Anaplasma, que
incluye a A. phagocytophila (E. phagocytophila) -Ehrlichiosis granulocitica
humana- y A. platys (E. platys) -Trombocitopenia ciclica infecciosa cani-
na-, entre otras. El género Ehrlichia: E. chaffeensis -Ehrlichiosis monocitica
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humana- y E. canis -Ehrlichiosis monocitica canina-. Y el género Neoric-
kettsia: N. sennetsu (E. sennetsu) -Fiebre Sennetsu-, N. risticii (E. risticii)
-Ehrlichiosis monocitica equina- y N. helminthoeca —Toxipatia canina por
salmén-. Son bacterias pequefias, gram-negativas, pleomérficas, intra-
celulares obligatorias. Las enfermedades que producen, tradicionalmente
han sido categorizadas (y nombradas) por el tipo de célula sanguinea que
infectan. Estos agentes se mantienen en hospedadores silvestres a tra-
vés de picaduras de garrapatas (excepto el género Neorickettsia que es
transmitido por trematodes), los animales domésticos (como el perro) son
hospedadores accidentales y a veces reservorios’.

En Argentina hay pocos datos sobre estas enfermedades, su real inci-
dencia sobre la poblacion humana y animal, y el grado de infeccion en las
distintas especies de garrapatas. La primera notificacion fue en 1993-1994,
en Jujuy, donde se detectaron 6 casos pediatricos debido a R. rickettsiiy E.
chafeensis89. En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA), Cicuttin y
col., en 2004, detectaron R. massiliae en garrapatas Rhipicephalus sangui-
neus y seropositividad a Rickettsia spp. en sueros de caninos pertenecien-
tes a barrios carenciados0. La deteccion de anticuerpos contra Rickettsia
spp. en perros se ha propuesto como un posible indicador de riesgo de
transmision a humanos''. Recientemente se ha descripto un caso huma-
no procedente de Buenos Aires’2. En cuanto al vector, estudios realizados
sobre el complejo Rh. sanguineus, indican que existen diferentes especies
en América, siendo probablemente en Argentina y Uruguay introducidas
desde Europa, mientras que en Brasil, Paraguay, Peru y Centroamérica
procedentes desde Africa’14. En los afios siguientes se detectaron casos
humanos en el Delta del Parana y en la Bahia Samborombdn (Buenos
Aires), debidos a R. parkeri. También otras rickettsias y ehrlichias fueron
halladas en distintas especies de garrapatas, en Jujuy, Cérdoba y Buenos
Aires?5-20_ En el afio 2008, Cicuttin y col. detectaron A. platys en caninos de
la CABA21, Este agente también fue detectado en garrapatas del complejo
Rh. sanguineus de Corrientes?2.

La escasa informacion sobre la presencia de estos patégenos en CABA
y especialmente en Bahia Blanca, asi como los antecedentes de picaduras
de garrapatas (y sus consecuencias) en humanos de estos ambitos23, plan-
tearon la necesidad de comenzar con este estudio, con el objetivo de detec-
tar rickettsias, ehrlichias y anaplasmas circulantes en garrapatas y caninos
domésticos.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Desde Octubre de 2009 a Abril de 2010 se muestrearon garrapatas jun-
to con sangre entera de 38 caninos domésticos de la CABA y 28 de Bahia
Blanca, durante las actividades de esterilizaciones quirurgicas. En la CABA
provenian de barrios carenciados de los Centros de Salud N°24, 18y 14y en
Bahia Blanca de barrios de las delegaciones municipales Centro, Las Villas,
Noroeste, Norte y Villa Rosas. En total se recolectaron 70 garrapatas (40
ninfas y 30 adultos) de CABA y 40 (15 ninfas y 25 adultos) de Bahia Blanca,
identificadas como pertenecientes a la especie Rhipicephalus sanguineus.
Las muestras fueron conservadas a -70° C.

Extraccion de acidos nucleicos

El ADN se extrajo de las muestras sanguineas mediante columnas de
extraccion (Axyprep Blood Genomic DNA Miniprep — Axygen) siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Las garrapatas fueron resuspendidas en buffer Tris-EDTA, luego seccio-
nadas con hoja de bisturi y maceradas. Luego el ADN se extrajo mediante
el método del tiocianato de guanidina24. Las ninfas fueron procesadas en
pooles de 5 ejemplares.

Como control negativo de extraccion se utilizo agua libre de nucleasas.

Amplificacion

Para la deteccion de Ehrlichia spp. | Anaplasma spp. se uso6 primers espe-
cificos para el gen 16S rRNA, segun la metodologia descripta25. Como control
positivo se utilizd A. bovis provisto por el Laboratorio de Espiroquetas y Pato-
genos Especiales (EPE-CNM, Instituto de Salud Carlos Ill, Espafia). Para la
deteccion de Anaplasma platys se utilizé primers especificos para el gen 16S
rRNA de esa especie?5. La amplificacion del género Rickettsia spp. fue reali-
zada con primers para el espacio intergénico 23S-5S rRNA26. Como control
positivo se utilizé un plasmido clon 4 de Rickettsia conorii también cedido por
el EPE-CNM. Como controles negativos se utilizd agua libre de nucleasas. Los
productos resultantes fueron analizados por visualizacién en un gel de agarosa.

Secuenciacion de los productos positivos
Los productos positivos a secuenciar fueron purificados desde el gel de
agarosa mediante columnas de extraccion (QlAquick Gel Extraction Kit - Qia-
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gen) y secuenciados por el Servicio de Neurovirosis, Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas, ANLIS Dr. Malbran. Para la reaccion de secuen-
ciacion se utilizo el kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v2.0 Ready
Reaction (PE Biosystems), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Mediante el software BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov), la secuencia fue
comparada con las secuencias existentes en el GenBank.

RESULTADOS

Caninos domésticos

En 4 caninos domésticos de la CABA se detecto positividad a Ehrlichia
spp. / Anaplasma spp. A estos 4 positivos se les realizo la PCR especifica
para A. platys, resultando todos positivos. Todos los caninos resultaron nega-
tivos para Rickettsia spp.

De los caninos de Bahia Blanca, 11 fueron positivos a Ehrlichia spp. /
Anaplasma spp. A esos 11 positivos se les realizé la PCR especifica para A.
platys, resultando todos positivos. Todos fueron negativos para Rickettsia
spp.

Los 4 positivos a Ehrlichia spp. / Anaplasma spp. procedentes de CABA
fueron secuenciados, arrojando un 100% de homologia con Anaplasma platys
(JF683610.1).

De las 11 muestras positivas a A. platys procedentes de Bahia Blan-
ca, se seleccionaron 3 al azar para su secuenciacion. Los resultados de la
secuenciacion demostraron un 100% de homologia con Anaplasma platys
(JF683610.1).

Garrapatas Rh. sanguineus

En 10 garrapatas Rh. sanguineus recolectadas de la CABA se detectd
Rickettsia spp. Estas dos muestras positivas eran pooles de 5 ninfas. Todas
resultaron negativas a Ehrlichia spp. / Anaplasma spp. Los ejemplares de
Bahia Blanca resultaron negativos para ambas PCRs.

Los 2 pooles positivos fueron secuenciados. La comparacion resul-
té en un 100% de homologia con Rickettsia sp. Bar29 (R. massiliae Bar29)
(AY125014.1) y 99% con Rickettsia massiliae MTU5 (CP000683.1).
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Resumen de los resultados obtenidos

Total | Rickettsia spp. Ehrlichia spp. / Anaplasma platys
Anaplasma spp.
n n % n % n %
Caninos domésticos CABA 38 0 0 4 10,5 4 100
BahiaBlanca | 28 0 0 1 39,3 1 100
Subtotal 66 0 0 15 22,7 15 100
GarrapatasRh. CABA 70 10 14,3 0 0 -
sanguineus (2 pooles)
BahiaBlanca | 40 0 0 0 0 -
Subtotal 110 10 9,1 0 0 -
Total 176 10 - 15 - -
DISCUSION

Segun nuestro conocimiento de la bibliografia, para Argentina, estas
son las primeras secuencias obtenidas de A. platys procedentes de cani-
nos y la segunda detecciéon de R. massiliae en garrapatas del complejo Rh.
sanguineus. Ambos patdégenos hallados son transmitidos por garrapatas del
complejo Rh. sanguineus y los perros son considerados reservorios (espe-
cialmente en el caso de A. platys).

R. massiliae, rickettsia del grupo de las fiebres manchadas, se encuentra
distribuida en el mundo, asociada a garrapatas del género Rhipicephalus??.
Sélo se han confirmado 3 casos de enfermedad humana (uno de los cuales
es un paciente procedente de Buenos Aires) debida a este patdgeno, pero se
considera que numerosos casos humanos diagnosticados como debidos a
R. conorii en Europa, fueron ocasionados por este agente’2. Distintos estu-
dios serologicos en humanos revelan una alta seropositividad a R. massi-
liae'2.28, En caninos domésticos, R. massiliae podria causar enfermedad, con
signos similares a otras rickettsiosis (R. rickettsiiy R. conorii), ya que ha sido
sospechada por serologia y positividad en garrapatas de perros con signolo-
gia compatible. Las rickettsemias en perros son de corta duracion y dificiles
de detectar??. Los niveles de positividad en garrapatas son muy variables,
de un 2,5 a 18% en Espafia29-31, 2,5% en Grecia32, 5-6% en Africa33-34, 25% en
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Israel3s, mas del 25% en Estados Unidos28.36, 20% en CABA19, entre otros y
14,3% en el presente estudio. Esto se encuentra relacionado con la cantidad
y tipo poblacion de garrapatas estudiadas, los hospedadores de donde fue-
ron recolectadas las mismas, las distintas especies de garrapatas agrupadas
bajo el nombre Rh. sanguineus y los métodos de diagnostico utilizados. La
no deteccion de este patdgeno en las garrapatas de Bahia Blanca podria
atribuirse al bajo numero de muestras analizadas.

A. platys es el agente causante de la trombocitopenia ciclica infeccio-
sa canina, que resulta generalmente leve, cursando en ocasiones de forma
subclinica, si bien puede producir fiebre, anorexia, petequias y uveitis37-38,
Los distintos niveles de positividad hallados para cada localidad en nuestra
investigacion son también observados en otros estudios realizados, desde un
19% en el Caribe, 16% en Venezuela y Brasil (aunque con desigual distribucion
segun la region del pais), 20% en Chile, 33% en Argentina, hasta un 6-9% en
Espafia y 4% en ltalia24.39-42, Estas variaciones generalmente estan relacio-
nadas con la poblaciéon canina estudiada (cantidad y calidad), los niveles de
infestacion por garrapatas y el método diagnoéstico utilizado38.42, En garrapa-
tas Rh. sanguineus, A. platys fue encontrada en pocas oportunidades, con un
bajo nivel de positividad?25.43. En Argentina, fue detectada en Rh. sanguineus
de un area urbana de Corrientes22. En cuanto al rol zoonético de A. platys, los
datos de estudios actuales disponibles no son concluyentes. En Venezuela,
se han encontrado ehrlichias en plaquetas de pacientes infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana, pero no se ha identificado de forma
fehaciente el agente implicado44.

Las garrapatas del complejo Rh. sanguineus pican mas frecuentemente
alos humanos de lo que se suele encontrar en la bibliografia24, incluso se han
encontrado pacientes con infestaciones elevadas45 y aumento de picaduras
por altas temperaturas46. Ademas en zonas de climas templados, se pue-
den establecer dentro de las casas, permaneciendo activas durante todo el
afno#4’. Las personas de bajos recursos son especialmente susceptibles24.48,
Los perros son una fuente potencial de infecciones porque llevan garrapatas
infectadas hacia ambientes no endémicos y hacia ambientes domiciliarios,
y, ademas, la remociéon manual de garrapatas representa un gran riesgo de
contagio. El control de las garrapatas en caninos domésticos debe ser fre-
cuente y regular, debiéndose tratar también al ambiente28.47.

El conocimiento de los patdégenos detectados en este estudio, que estan
circulando por las poblaciones de perros y garrapatas, es fundamental para
su correcto diagnéstico, mas aun en barrios carenciados, donde el ciclo de



128 Anales 2010-2012

transmision garrapata-hombre esta facilitado por un contacto intimo en un
entorno de malas condiciones de salubridad. Los veterinarios y los médicos
deberian tener presente la importancia de las enfermedades transmitidas por
garrapatas en Argentina, para que una picadura de garrapatas en una per-
sona no quede como un hecho anecddético y tenga el seguimiento clinico que
amerita.

ABSTRACT

Rickettsioses, ehrlichioses and anaplasmoses are a group of zoonotic
diseases that are considered the paradigm of emerging diseases due to
increase in incidence and geographic expansion. Seropositivity to Rickettsia
spp. in dogs, R. massiliae in ticks Rhipicephalus sanguineus and A. platys in
dogs was detected in Buenos Aires. Recently, a human case was diagnosed
from Buenos Aires due to R. massiliae. In Bahia Blanca there are no data
records of these pathogens.

In order to detect these pathogens, blood samples and ticks Rh. sanguin-
eus was obtained from pet dogs in Buenos Aires and Bahia Blanca. PCR was
used for detection of the genera Ehrlichia spp. and Anaplasma spp. (gene
16S rRNA), Anaplasma platys (gene 16S rRNA) and the genus Rickettsia spp.
(intergenic spacer 23S-5S rRNA).

The Ehrlichia spp. | Anaplasma spp. PCR resulted in the expected DNA
band in 4/38 dogs from Buenos Aires and 11/28 from Bahia Blanca (being also
positive for A. platys) and identified A. platys by sequencing analysis. In 10/70
ticks Rh. sanguineus (2 pools of 5 nymphs) from Buenos Aires was detected
Rickettsia spp. and sequences obtained were similar to Rickettsia sp. Bar29
(R. massiliae Bar29).

Pathogens found in this study are transmitted by ticks of the complex Rh.
sanguineus, are distributed around the world and dogs are considered reser-
voirs (mainly in the case of A. platys). R. massiliae is a proven human patho-
gen, while the zoonotic role of A. platys has not yet been clarified. The knowl-
edge of these pathogens for the populations of dogs and ticks are essential
for correct diagnosis in human, especially in poor neighborhoods, where the
cycle of tick-men transmission is facilitated by close contact in an environment
of poor conditions sanitation.
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INTRODUCCION

La Chlamydia trachomatis (C.trachomatis) es una bacteria que se trans-
mite especialmente por contacto sexual o secreciones genitales infectadas.
Produce un gran porcentaje de infecciones asintomaticas en adultos sexual-
mente activos lo que complica su diagndstico precoz y mantiene la infeccion
en la poblacion. En el 2008, nuestros resultados® aportaron datos de la pre-
valencia de C.frachomatis (8,7% infectados) en jévenes adolescentes sexual-
mente activos asintomaticos de la ciudad de Coérdoba; optimizamos una téc-
nica de biologia molecular altamente sensible y especifica sobre una muestra
no invasiva como la orina. El hallazgo mas importante fue que la poblacion
femenina y de condicién socioecondmica desfavorable resultd ser la mas
susceptible a la infeccion por C.trachomatis. El genotipo E de C.trachomatis
resultd ser el mas prevalentes.

C.trachomatis infecta con mayor facilidad el cuello uterino inmaduro,
haciendo que las mujeres adolescentes sean mas susceptibles a la infec-
cionsé. Los cuadros clinicos que provoca la infeccidn por esta bacteria en adul-
tos son: uretritis, cervicitis, Enfermedad Inflamatoria Pélvica, epididimitis y
conjuntivitis de inclusion entre otros?e.

La deteccion de C.trachomatis y el tratamiento temprano de esta infec-
cion de transmision sexual (ITS) pueden evitar complicaciones mas graves,
incluyendo infertilidad, embarazos ectdpicos y la transmision perinatal al
neonato, el cual puede desarrollar neumonias atipicas y conjuntivitis'2. Esta
infeccion perinatal puede persistir en el nifio hasta los 3 afios de edad?; en
algunos casos con una presentacion asintomatica. El nifio puede infectarse
por la via perinatal y por contacto sexual.

[133]
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La incidencia real del abuso sexual (AS) es desconocida. Se considera
que es una de las formas de maltrato con mayor subregistro debido al secreto
o0 “conspiracion para el silencio” que tan frecuentemente rodea estos casos.
El National Center on Child Abuse and Neglect (NCCAN) estima que la inci-
dencia anual de AS en Estados Unidos es mas de 75.000 casos por afio13.20,
En nuestro pais podemos observar que, segun las cifras presentadas por
el Hospital Pedro de Elizalde, el maltrato infantil crecié entre los afios 1988
y 1991, el 18% de los casos de maltrato correspondia a AS, esta cifra trepd
al 41% en el periodo 1992/93. Es importante destacar que solo el 4% de
los pacientes examinados por sospecha de abuso sexual (SAS), tiene anor-
malidades en el examen fisico; el resto no presenta ningun hallazgo fisico
compatible.”10 El AS afecta mas a las nifias (80%), aunque los nifios (20%)
también lo sufren.’3

El AS suele acompafiarse por trastorno de conducta del nifio y/o con
las manifestaciones clinicas especificas como lesiones genitales, fisuras o
laceraciones rectales, inclusive ITS. La mayoria de los AS no incluye pene-
tracién (vaginal, anal, oral); sin embargo el contacto con secreciones geni-
tales contaminadas puede transmitir la ITS; por ejemplo: C.trachomatis,
virus Papiloma humano (VPH) o virus Herpes. La presencia de una ITS en
un nifio; mayor de 3 afios de edad, siempre es considerado un indice de AS.
Segun la Academia Americana de Pediatria (AAP), el hallazgo de Neisse-
ria gonorrhoeae, Treponema pallidum, HIV o C.trachomatis es considera-
do diagndstico de certeza de abuso sexual, mientras que la deteccién de
Trichomonas vaginalis, VPH o virus Herpes s6lo nos da sospecha del mis-
mo3. La deteccidn de Micoplasma genitalium (M.genitalium) en muestras de
nifos es aun controversial; por lo que se plante6 como objetivo adicional la
deteccion del VPH y M.genitalium.

En base a lo anteriormente expuesto nos planteamos como Objetivo de
nuestra investigacion “Detectar C. frachomatis en muestras de nifios con sos-
pecha de abuso sexual (SAS) que concurren a la Unidad Judicial de la ciudad
de Cérdoba y compararla con la prevalencia de un grupo control”.

Centros de Salud, Poblacion y Muestras

Se capacitd a los profesionales que obtuvieron las muestras de los
pacientes pediatricos, mediante disertaciones sobre el Abuso sexual con
especialistas. Se describieron los sintomas y signos de las ITS en nifos,
haciendo énfasis en C.trachomatis. Se explicaron los métodos diagnosticos
que se optimizaron en el laboratorio para investigar esta infeccion bacteriana,
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fijando un criterio unificado para la obtencion de las muestras y la interpreta-
cion de los resultados.

Participaron profesionales de los siguientes centros de salud:

* Unidad Judicial de la mujer y el nifio; donde realizan la denuncia y son
asistidos judicialmente y contenidos sicolégicamente.

*  Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad” de la ciudad de Cérdoba. Los
nifios son evaluados por los profesionales médicos, quienes son los res-
ponsables de completar la ficha, consentimiento y asentimiento; ademas
de obtener las muestras de cada nifio.

»  Dispensario N°24 Cupani; se obtuvieron las muestras del grupo control.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas-UNC.

CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes entre 0 y 14 afios de edad.

Pacientes con sospecha médica de abuso sexual (clinica: lesiones genitales
u orales por ITS o traumas; psicolégica: trastornos en la conducta).

Niflos que asistian por controles o consultaban para el ingreso escolar, sin
sospecha de abuso sexual, que voluntariamente participaban en el estudio
completando la ficha, firmando el consentimiento y el asentimiento.

Se estudiaron muestras de hisopado faringeo (HF) y muestras de orina.
Esta ultima fue obtenida por miccion espontanea de los primeros 10-20 ml de
orina. La recoleccion se realizé en frasco estéril y se conservo a una tempe-
ratura de 4°C durante un plazo maximo de 4 dias.

Grupo SAS: La Unidad Judicial solicité el estudio de C.trachomatis en mues-
tras de 54 nifios; correspondientes a 13 varones y 41 nenas; con un rango
etario de 2 a 13 afios (Media: 8 afos).
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El panel de muestras fueron: 5 HF de 3 nenas y de 2 varones; 1 muestra
de orina de 1 varoén; 46 nifios (36 nenas y 10 varones) entregaron una muestra
de orinay del HF; y se recibieron las siguientes muestras que también fueron
investigadas: 1 Hisopado uretral de 1 varén; 1 flujo vaginal de 1 nena.

No fueron obtenidas muestras genitales maternas para descartar trans-
misién perinatal, porque no se detecto la infeccion por C.trachomatis en nifios
de 0 a 3 afos de edad.

Grupo Control: Se estudiaron muestras de 21 nifios; con un rango etario de
0,6 a 9 afios (Media: 2 afios).
El panel de muestras fueron 21 HF y 3 orinas.

METODOS

Extraccion de Ac. Nucleicos: Se realizé una extraccion de ADN gendémico
utilizando AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer) a partir de las
muestras obtenidas.

Deteccién de C.trachomatis: Utilizamos una Hemi Nested PCR con los ceba-
dores A1/A2/pCTM3 y una PCR con los cebadores CTP1/CTP2 dirigidos
contra los genes que codifican la proteina mayor de la membrana externa
(MOMP) y el plasmido criptico, respectivamente4.5.

Visualizacién de los productos de PCR: Los productos de PCR se visuali-
zaron por medio de electroforesis en gel de agarosa. Las bandas corres-
pondientes al producto esperado fueron extraidas del gel empleando el Kit
QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen, Valencia, Ca, USA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante.

Genotipificacién de las cepas de C.trachomatis: El genotipo se determino
por el Estudio del Polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP). Se
utilizaron las enzimas de restriccion Alul, Hinfl, EcoRl y Ddel. Los fragmentos
resultantes se compararon con un patron de peso molecular y la identifica-
cion de los genotipos se realizé evaluando el perfil electroforético?!.

Deteccion del VPH: Se realizd mediante PCR usando los cebadores MY11
y MY09 que amplifican un fragmento de 450 pb de la regidon conservada L1
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del virus. La genotipificacion del VPH se realizé por RFLP con 7 enzimas de
restriccionz.

Deteccion de M.genitalium: La identificacion se realizé utilizando los ceba-
dores MgPa1 y MgPa3. Los mismos fueron elegidos para amplificar un frag-
mento de 281 pares de bases correspondientes al gen de la adhesina solo
presente en esta especie de Micoplasma™.

Andlisis de las Secuencias: Se alinearan las secuencias de ADN emplean-
do el programa Clustal X. Las secuencias seran utilizadas para genotipi-
ficacion por métodos filogenético [o utilizando la herramienta de genoti-
pificacion viral del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genotyping/
formpage.cgi)]. El analisis filogenético se realizara utilizando el Programa
MEGA 314 empleando la metodologia de Neighbor Joining y se evaluaran
por la técnica de Bootstrap.

Andlisis estadistico: Las variables continuas seran analizadas por test de
Student. Las variables categéricas mediante el test X2. Para el estudio de
asociacion de riesgo (odds ratio) y estratificacion se utilizaran los analisis
de regresion logistica uni y multivariado. En todos los casos la significancia
estadistica se establecera a un p<0,05. Se utilizara el paquete estadistico
STATISTIC version 6.0 (2300 EAST 14 th street, Tulsa, OK, USA, 2005) para
Windows de Statsoft.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 75 nifios en total, pertenecientes 54 al grupo SAS y 21 al
grupo control. La prevalencia global de C.trachomatis fue del 13,3% (10/75).
En la Tabla N°1 se observa que las nifias presentaron una mayor frecuencia
de la infeccién (16%) que los varones (8%); resultados similares a los repor-
tados por otros autores3’0. Asimismo se observo que los nifios en el rango
etario de 6-10 afios tenian mas riesgo (2 veces mas) de contraer la infeccién
por C.trachomatis que los nifios de 0-5 afilos o mayores de 10 afios.

Podemos resaltar que los nifios con SAS exhibieron 4 veces mas proba-
bilidades de contraer C.trachomatis que los nifios del grupo control.



138

Anales 2010-2012

Tabla 1: Evaluacion de las variables relacionadas con la infeccion por C.trachomatis

Caracteristicas | total poblacién | % positivos (n) valor de p OR (1C95%)
Sexo
Femenino 50 168 0,34 2,19 (0,38-16,38)
Masculino 25 82 0,33 0,46 (0,06-2,45)
Grupo
SAS 54 16,6° 0,17 4(0,46-89,93)
control 21 4,761 0,32 0,25 (0,01-2,19)

Ademas, nuestros resultados sefialaron que las nifias del grupo SAS
tenian casi 3 veces mas riesgo (OR: 2,91 03.3-68.57) de contraer la infec-
cion que los varones del mismo grupo. En relacién a este grupo; se detectd
C.trachomatis en 10 muestras (16,7%); correspondientes a 7 HF y 3 orinas;
de 8 nenas y 1 vardn (9nifios/54). Mientras que autores como Mufioz y col
detectaron C.frachomatis en el 3% de muestras pediatricas con SAS'7; algu-
nas publicaciones reportan que el riesgo de adquirir esta ITS durante un
asalto sexual es 4% al 17%7%8. Consideramos que al realizar la investigacion
en muestras de HF y orina aumentamos la probabilidad de revelar la infec-
cion bacteriana y ademas; cabe destacar que el 72% de las infecciones por
C.trachomatis fueron detectadas en las muestras faringeas; destacando que
en el grupo SAS existe mas probabilidades (OR: 2,44 0,52-12,83) de detectar
la bacteria en esta muestra que en la orina o quizas el contacto oral-genital
es la via de transmision mas frecuente en los casos de AS.

La PCR dirigida al gen codificante del plasmido criptico; fue mas sen-
sible ya que reveld la mayoria de las infecciones por C.trachomatis quizas
porque la carga bacteriana era muy baja en las muestras’6. Por esa razén
no se determind el genotipo en todas las muestras positivas; ya que la RFLP
se realiza sobre el producto de la PCR dirigida al gen ompA. Se observa en
la foto 1 la genotipificacion de una muestra de HF de una nena; en la cual se
determind la presencia del genotipo D de C.frachomatis.
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Genotipo D ’ o . I
-

300pb.

200pb

Foto N°1: Fotografia del gel de poliacrilamida revelado con coloracion de plata®. Se
observa la RFLP del genotipo D y del genotipo L1, la calle central corresponde al
control de ADN.

Se detecto la presencia del ADN del VPH en 4 (7,8%) de 51 muestras
estudiadas; correspondientes a 2 HF y 2 orinas de 4 nenas de 8 afios (N=2)
y 9 afos (N=2) del grupo SAS. La deteccién de VPH fue mas frecuente en el
rango etario de 6 a 10 afos. No fue estadisticamente significativo el hallazgo
de VPH en las muestras de los nifios, se reitera que su deteccidn es sospe-
cha del AS pero no confirmatoria del mismo. Los genotipos de VPH detecta-
dos fueron 6 y 11; se demostré una buena correlacion de la secuenciacion y
la RFLP para las muestras de VPH y se correlaciona con hallazgos de otros
autores’s. En el arbol filogenético obtenido (Figura N°1), las secuencias ana-
lizadas se dividen en dos ramas. Una de ellas contiene las secuencias VPH
16y la otra rama los genotipos 6 y 11. Las secuencias de VPH 6 (HPV6X4) se
asocian dentro de un mismo grupo. En cambio, los genotipos 11 (HPV11X89)
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agrupan en tres ramas. El andlisis filogenético mostré amplias similitudes en
las secuencias VPH 6 y algunas diferencias en las VPH 11; pudiendo inferir
que las que agruparon en diferentes ramas en forma individual, podrian per-
tenecer a subtipos o variantes. Nuestro trabajo es el primero que se realiza
en Coérdoba utilizando el analisis filogenético sobre las secuencias de los
genotipos del VPH detectados en los nifios con SAS.

-
-

Figura 1: Analisis filogenético de la region L1 del genoma de VPH (450 bp) construido
por Maximum likelihood usando TIM2+G como modelo, con parametros sugeridos por
JModelTest 3.7 (PhyML software). Los bootstrap (= 50%) estan indicados en los nodos
internos (1000 pseudoreplicas).
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Se investigo la presencia del ADN del M.genitalium en 39 muestras, resul-
taron 3 (7,7%) muestras de HF positivas; sin asociacion estadistica, correspon-
dientes a 3 nenas de 2 afios (N=1) y de 7 afios (N=2) del grupo SAS.

Dentro del Grupo Control se detecté C.trachomatis s6lo en una muestra
(4%) de HF de una nena de 9 afios. Aunque ingreso al grupo control porque
asistié a un examen solicitado por la escuela y sin ninguna sospecha de abu-
so sexual. Sin embargo, no se puede descartar el contacto con secreciones
genitales infectadas con C.trahomatis. Las muestras del grupo control resul-
taron negativas para la presencia de VPH y M.genitalium.

Todas las infecciones detectadas resultaron monoinfecciones. Los
demas datos de ITS son secretos del expediente judicial por lo tanto no fue-
ron incluidos en nuestros resultados.

CONCLUSIONES

Nuestro trabajo; el primero en Coérdoba, proporcioné datos sobre la
presencia de C.tfrachomatis en poblacion pediatrica con sospecha de abu-
so sexual. Motivo a los profesionales pediatricos a estar atentos a esta ITS;
enfatizando la realizacién del diagnéstico y de su tratamiento precoz.

Se demostrd que las nifias con sospecha de AS tenian una mayor proba-
bilidad de estar infectadas por C.trachomatis y que se destaca que la muestra
faringea debe ser considerada para confirmar el AS en la poblacion infantil
con riesgo. Se aportaron datos sobre las caracteristicas moleculares de las
secuencias genéticas de C.trachomatis y de VPH.

Se continuara promoviendo el disefio de un protocolo diagnéstico y tera-
péutico para implementar en forma sistematica, y que actualmente no es con-
siderado en ningun paciente con AS que se atiende en los hospitales de Cér-
doba. Sin duda la implementacién del diagnéstico de C.trachomatis reducira
notablemente las complicaciones y secuelas de aquellos nifios infectados.

Es de gran importancia la interaccién multidisciplinaria a fin de alcanzar
un consenso en estrategias de diagndstico y seguimiento de los nifios con
SAS. Como resultado de los trabajos colaborativos aprovechando al maximo
las capacidades de los distintos profesionales, se podra obtener informacion
que elevada a las autoridades de Salud conducira a un mejor disefio y eje-
cucion de programas de control de los nifios con SAS y prevencion de las
secuelas por la infeccién crénica de C.trachomatis, como asi también de las
otras patologias inducidas por las ITS.
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ABSTRACT

The early detection and treatment of sexually transmitted infections (STI)
like Chlamydia trachomatis can prevent their serious complications.

Objective: To detect C. trachomatis in samples of children with suspected
sexual abuse (SSA) attending the Judicial Unit of Cérdoba city and to compa-
re these results with a control group.

Overall prevalence of C. trachomatis was 13.3% (10/75); 54 children with
SSA and 21 from the control group; the infection was more common in girls
and within the ages of 6 to 10 years. Children with SSA were 4 times more
likely to have C. trachomatis than control kids. Girls with SSA had higher risk
(OR:2.91 03.3-68.57) of infection than total children from the same group. C.
trachomatis was detected in throat swabs more often (72%) than in urine sam-
ples. This bacterium infects the oral mucosa; perhaps oral-genital contact is
the most frequent route of infection in the SSA population.

Four samples (7.8%) were HPV (+) while M. genitalium was detected in
3 (7.7%) samples of the SSA group. Data showed no significant association.
Genotype D of C. trachomatis and HPV 6-11 were detected in this group.

In the Control Group, C. trachomatis was detected only in one throat swab
sample (4%) from a 9-year-old girl; she was included in this group because
she consulted for a routine school health check up without any suspicion of
sexual abuse; however, we should not discard previous contact with genital
secretions infected with C. trachomatis. Samples from the control group were
(-) for HPV and M. genitalium.
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Our study, the first in Cordoba, provides important data on the presence
of C. trachomatis in the pediatric population with SSA. Health care profes-
sionals should be aware of this STI and emphasize its early diagnosis and
treatment. Undoubtedly, these preventive measures would significantly redu-
ce its complications and consequences in infected children.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasitaria que afecta a millones de per-
sonas en el mundo. Se encuentra distribuida en casi alrededor de 100 paises
tropicales y subtropicales, abarcando América Central, América del Sur, islas
del Caribe, Africa, India, Sureste y Este Medio de Asia y Oceania, posicionan-
dola como una enfermedad dificil de controlar y mas aun de erradicar (World
Health Organization, 2011).

En 2009 se reporté para América una reduccion de mas del 50% en el
numero de casos registrados entre 2000y 2009 en 11 paises, incluidos Argen-
tina, Belice, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua,
Paraguay, Bolivia y Surinam. Actualmente, Argentina, El Salvador, México y
Paraguay, se encuentran en la fase de pre-eliminacion; y dos paises (Baha-
mas y Jamaica) en una etapa de prevencion de la re-introduccién de la mala-
ria después de sus brotes locales subsecuentes a la importacion de los para-
sitos (World Health Organization, 2011).

En la Argentina, en el afio 1959 se implemento el Programa de Erradi-
cacion de la malaria por un convenio de la Oficina Sanitaria Panamericanay
la Organizacion Mundial de la Salud. A partir de ese afio el numero de casos
de malaria comenzo6 a disminuir, resurgiendo la enfermedad en 1967. Su
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agente mas eficaz hasta ese momento era Plasmodium vivax, presentan-
dose también P. falciparum y casos mixtos (Carcavallo & Martinez, 1968).
Desde 1990, los casos de malaria disminuyeron, volviendo a aumentar en
1996 con 2.048 casos reportados. Posteriormente los casos disminuyeron
hasta el afio 2010 con solamente 54 reportes (World Health Organization,
2011).

De acuerdo a World Health Organization (2012), Argentina se encuentra
incluida en la fase de pre-eliminacién de malaria, siendo uno de los objetivos
especificos planteados, la deteccion activa de los casos autéctonos de enfer-
mos. Por lo tanto, la realizacion de este proyecto de investigacion significa un
avance en el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad en todos
los niveles, desde el vector de la misma hasta el parasito, asi como también
sus interrelaciones. Los objetivos planteados fueron realizar una revision de
muestras de frotis de gota gruesa y extendido de sangre de humanos positi-
vas para Plasmodium vivax, detectar la presencia del/de los parasito/s de la
malaria en los mosquitos vectores y por ultimo, detectar la presencia del/de
los parasito/s de la malaria en muestras de sangre de humanos en el noroes-
te de la Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Revision de muestras de frotis (gota gruesa y extendido) positivas
para Plasmodium vivax

Se planteé antes de llevar a cabo la recoleccion de muestras de mues-
tras de mosquitos y de sangre en humanos, realizar una revision de las
muestras de frotis de gota gruesa y extendido de personas que presen-
taron sintomas febriles desde 1983 hasta 2001, a fin no s6lo de confirmar
la presencia del parasito implicado, Plasmodium vivax, sino también de
detectar la presencia de otros parasitos, que pudieran aparecer a modo de
co-infeccion.

De octubre a diciembre de 2012, se llevo a cabo un analisis preliminar
de 166 muestras de gota gruesa y extendido de personas con sintomas de
malaria de diferentes localidades situadas en el noroeste de la Argentina (en
la frontera con Bolivia) donde hubo gran cantidad de reportes de enfermos
en el pasado y todavia hay reportes de casos importados de malaria. Estas
localidades fueron Aguas Blancas (22°43’ S, 64° 22’ O), El Oculto (23° 06’ S,
64° 30’ O), San Ramon de la Nueva Oran (23° 08’ S; 64° 20’ O), Pichanal (23°
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19’ S, 64° 13’ O), Embarcacion (23° 13’ S, 64° 06’ O) General Ballivian (22°
56’ S, 63° 52’ O), General Mosconi (22° 36’ S, 63° 49’ O), Tartagal (22° 32’ S,
63°49’ O), Aguaray (22° 16’ S, 63° 44 O), Campo Duran (22° 14’ S, 63° 42’ O)
y Salvador Mazza (22° 04’ S, 63° 43’ O).

Sitios de muestreo de mosquitos y recoleccién de ejemplares

Se seleccionaron 3 sitios de muestreo de especimenes adultos a lo largo
de la frontera de Argentina con Bolivia. Las areas periféricas de las ciudades
de Yacuiba (22° 0’ 50” S, 63° 40’ 40” O) y de Bermejo (22° 35’ 24" S, 64° 14’
55" O) (departamento Tarija, Bolivia) fueron seleccionadas en los primeros
muestreos.

Posteriormente, debido a problemas de seguridad, se continud realizan-
do los muestreos en la periferia de Bermejo y de Acambuco (22°13’ S, 63° 57’
O) (ubicado entre las localidades de Tartagal y Salvador Mazza).

A su vez, en cada sitio, se seleccionaron los ambientes de selva y de
borde de selva (borde de camino y borde de arroyo) para la colocacion de las
trampas y la captura de los mosquitos adultos.

Recoleccion de formas adultas

Durante 2010, en Yacuiba y Bermejo los muestreos se llevaron a cabo
en octubre (del 26 al 28) y en noviembre (del 17 al 19) (primavera) durante dos
noches consecutivas.

Durante 2011, en Bermejo la recoleccién se realizé en enero (del 10 al
12) (verano), en abril (del 20 al 22) (otofio), en septiembre (del 27 al 29) (pri-
mavera) y en noviembre (del 10 al 12) (primavera) durante dos noches conse-
cutivas. En Acambuco (Tartagal) se realizaron muestreos en noviembre (del
3 al 5) (primavera), permaneciendo las trampas activas durante dos noches
consecutivas.

Durante 2012, se realizaron muestreos en Acambuco en marzo (del 8 al 10
de marzo) (verano) y en abril (del 18 al 20) durante dos noches consecutivas.

Captura de mosquitos para estudios parasitolégicos

La captura de mosquitos adultos se realizé6 mediante trampas de luz tipo
CDC las cuales fueron complementadas con hielo seco. Las trampas CDC
ademas de tener luz blanca, también tenian luz UV. Se colocaron 6 trampas
de luz tipo CDC, 4 con luz blanca y dos con UV, las cuales permanecieron
activas durante dos noches consecutivas (18:00-10:00 hrs.) con el objetivo de
recolectar mosquitos de habitos crepusculares, nocturnos y diurnos.



148 Anales 2010-2012

Los mosquitos fueron trasladados al laboratorio, sacrificados y con-
servados en tubos eppendorf con silicagel. Cada tubo eppendorf tenia un
codigo que nos permitié identificar en la base de datos, el dia, la hora el
lugar de captura asi como datos epidemioldgicos de interés. En el labo-
ratorio fueron en primer lugar identificados mediante claves morfoldgicas
y posteriormente se procedidé a su procesamiento para la deteccién para-
sitologica.

Deteccidn parasitolégica en mosquitos

Una vez identificados los mosquitos, fueron enviados al Laboratorio de
Malaria, del Centro de Medicina Tropical, Instituto de Salud Carlos Ill, en
Madrid donde se realizaron los estudios moleculares.

Extraccion de ADN y amplificacion genémica para la identificacion de
la presencia del parasito

Previa a la extraccion de ADN, se realiz6 una diseccién del mosquito,
de manera que por cada mosquito fueron necesarias dos extracciones de
ADN, una de la cabeza-térax y otra del abdomen. La extraccion de ADN fue
realizada de acuerdo al protocolo fenol-cloroformo de Donnelly et al. (1999).
La deteccion e identificacion de las especies de Plasmodium presentes en
los mosquitos fue llevada a cabo mediante una PCR multiple semianidada
de acuerdo a Rubio et al. (2002) y Lardeux et al. (2008) con algunas modifi-
caciones.

En la electroforesis en los geles de agarosa se emple6 un método parala
separacion de los fragmentos de ADN después de la amplificacion. Los geles
se prepararon con agarosa (Pronadisa®) al 2% y se tifieron con 0,5ug/ml de
bromuro de etidio. Las bandas que aparecieron en el gel se visualizaron a
través de un transiluminador con luz ultravioleta (Gel Doc 2000, Bio Rad®) y
las imagenes se procesaron utilizando el programa Quantity One v.4.4.0. (Bio
Rad®). El peso molecular de los fragmentos se determind utilizando marcado-
res de PCR (Biotools®) con rango de 1000 a 80 pb.

Para llevar a cabo la PCR se incluyeron una serie de primers que se
detallan en la Tabla 1 que sirven para la identificacion de las especies de
Plasmodium.
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Tabla 1. Nombres de los primers, las secuencias objetivos, y el tamafio del producto
de PCR (en pb) de acuerdo a Rubio et al. (2002) y Lardeux et al. (2008), y utilizadas en
el presente estudio.

Primer  Secuencia (5~ 3’) Especificidad Tamafo del producto de PCR (pb)
UNR GACGGTATCTGATCGTCTTC  Universal

PLF AGTGTGTATCAATCGAGTTTC Plasmodium  P. malariae = 821
P. falciparum = 787
P. vivax =783

FAR AGTTCCCCTAGAATAGTTACA P. falciparum 395
MAR GCCCTCCAATTGCCTTCTG P. falciparum 269
VIR AGGACTTCCAAGCCGAAGC  P.vivax 499

Se utilizaron diversos controles: un control negativo del mosquito (un
mosquito de cria no infectado), un control positivo del mosquito (un mosquito
del laboratorio infectado con P. vivax) y sangre infectada con P. vivaxy P.
falciparum.

Deteccion de Plasmodium spp. en muestras de sangre de humanos

Recoleccion de muestras de sangre de humanos

Las muestras de sangre de humanos fueron obtenidas durante diciem-
bre de 2012 a partir de personas seleccionadas al azar que viven en la loca-
lidad fronteriza de Salvador Mazza (departamento San Martin). Debido a la
falta de casos autéctonos en nuestro pais, se considero la posibilidad de
que las personas seleccionadas puedan ser asintomaticas para malaria. A
su vez, también fueron considerados dos casos, en los cuales las personas
reportaban sintomas febriles intermitentes. La sangre se obtuvo por puncién
de un dedo de la mano para preparar una gota gruesa y un extendido. Gotas
adicionales se utilizaron para impregnar un circulo de 1 cm de papel filtro
(Whatman N° 2) (Whatman®, USA).

Las gotas gruesas y los extendidos de sangre se secaron al aire, el
extendido se fijo con metanol y ambas muestras fueron tefiidas con Giemsa
y posteriormente observadas en el microscopio estereoscoépico y preser-
vadas.

Antes de la toma de muestra, a cada paciente se le informé sobre el
estudio y se obtuvo el consentimiento (en el caso de los nifios, los padres/



150 Anales 2010-2012

tutores dieron su consentimiento informado). La metodologia seguida,
incluyendo los aspectos éticos, fue aprobada por el Ministerio de Salud de
la Nacién, el cual tiene un Comité de Etica que reviso estos aspectos. Ellos
estan incluidos en el Protocolo del Manual de Normas y Procedimientos de
Vigilancia y Control de Enfermedades de Notificacion Obligatoria, Ministe-
rio de Salud Argentina.

Extraccion de ADN y amplificacion genémica para la identificacion de la
presencia del parasito en muestra de sangre de humanos

A partir de las muestras recogidas en las tarjetas de papel filtro (What-
man®, USA), para poder realizar la extraccion del ADN, se realiz6 un proce-
dimiento que incluyo el lavado de la sangre seca depositada de cada tarjeta
con un reactivo de purificacion Whatman® FTA®, y con la solucién tampdn
TE. A continuacion se pudo llevar a cabo los analisis de PCR.

La deteccion e identificacion de las especies de Plasmodium spp. pre-
sentes en las muestras de sangre fue llevada a cabo mediante una PCR
anidada de acuerdo a Snounou et al. (1993), con algunas modificaciones.

RESULTADOS

Revision de muestras de sangre (gota gruesa y extendido) positivas
para Plasmodium spp. Presencia de co-infeccion Plasmodium vivax -
Mansonella ozzardi

De 166 muestras positivas para Plasmodium vivax, se observé un caso
de co-infeccidn con otro parasito llamado Mansonella ozzardi. La persona es
un hombre de 70 afios de edad que vive en lalocalidad de Tartagal. El pacien-
te llego a la Base Regional con fiebre y escalofrios. Se le tomd la muestra de
gota gruesa y extendido, y luego se realizé la revision microscoépica. Estas
pruebas revelaron la presencia de los parasitos Plasmodium vivax e indirec-
tamente de Mansonella ozzardli. El diagndstico fue confirmado por un técnico
especialista de laboratorio de la Base de Referencia de malaria del Ministerio
de Salud de Argentina, en la ciudad de Salta capital.

Se observé la presencia de trofozoitos de P. vivax en la muestra de
sangre, mostrando citoplasma ameboidal y puntos grandes cromatina. Las
formas larvales o microfilarias de Mansonella ozzardi presentan una region
anterior con un espacio cefalico que termina cuando comienza una colum-
na de nucleos, observandose un primer nucleo bien notorio seguido de dos



Fundacién Alberto J. Roemmers 151

nucleos que parecen estar unidos. La longitud total de la microfilaria fue de
148,2 ym, y su diametro de 3,1 uym; estos valores se encuentran incluidos en
los promedios establecidos para esta especie (Figura 1).

Figura 1. Resultado del analisis microscopico de la muestra de frotis tefiida con Giem-
sa de un paciente infectado con Plasmodium vivax'y Mansonella ozzardi (A = neutrdfi-

los, B = linfocitos y C = trofozoitos).

Al mismo tiempo se completé la ficha epidemioldgica incluyendo infor-
macion relativa a la fecha de la consulta (dia, mes, afio), nombre y direccion
del paciente, el lugar donde la enfermedad fue supuestamente adquirida,
viajes durante los tres meses anteriores, el tipo de trabajo y la nacionalidad.
La investigacion epidemioldgica revel6 que el hombre que vive en la ciudad
de Tartagal y trabaja en una finca bananera cerca de la ciudad, adquirio la
malaria en Yacuiba (ciudad en la frontera de Bolivia) donde viajé dos sema-
nas antes del informe. El paciente no sufrié ningun tipo de dolor, solamen-
te episodios de fiebre cada dia por medio. Después de la confirmacion de
laboratorio, el paciente recibio tratamiento con una combinacion de pastillas
de cloroquina/primaquina durante dos semanas consecutivas. Las dosis uti-
lizadas fueron consistentes con las pautas de la World Health Organization,
que consiste en un comprimido al dia de fosfato de cloroquina BP 242 mg
(Micro Labs Limited, Hosur, India) durante dos semanas y un comprimido por
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dia de Aralen fosfato/primaquina fosfato 15 mg (Sanofi Aventis EE.UU. LLC,
Bridgewater, NJ, Estados Unidos) durante tres dias consecutivos en el inicio
del tratamiento.

Al momento del reporte, no se considerd un tratamiento para las micro-
filarias, ya que no existe uno como tal que se aplique a nivel del Ministerio de
Salud. Cabe destacar que no se reportaron complicaciones durante o des-
pués del tratamiento para la malaria.

Deteccion de Plasmodium en mosquitos Anopheles capturados en la
selva

Se recolectaron en total 970 ejemplares de mosquitos anofelinos, siendo
los meses de octubre y noviembre de 2010 y de septiembre y noviembre de
2011 (correspondientes a la primavera), los que mostraron la mayor abundan-
cia de individuos (Tabla 2).

Tabla 2. Cantidad de mosquitos anofelinos capturados por afio de estudio.

Ao Meses N° de meses Cantidad de individuos
2010  Oct-Nov (primavera) 1 256
2011 Enero (verano) 1 97
2011 Abril (otofio) 2 132
2011 Sep-Nov (primavera) 1 238
2012  Marzo (verano) 1 130
2012 Abril (otofio) 2 117
Total de meses: 8 Total de individuos: 970

Del total de anofelinos capturado, An. pseudopunctipennis resulto la
especie mas abundante (35,15%), seguida de An. argyritarsis (26,08%), An.
strodei (12,9%) y An. evansae (11,13%) (Tabla 3).



Fundacién Alberto J. Roemmers 153

Tabla 3. Total (N) y porcentaje (%) de especies de anofelinos recolectados.

Especies de anofelinos Muestreos Total

Trampas CDC Trampas UV
N % N % N %
An. pseudopunctipennis 152 31,02 189 39,37 341 35,15
An. strodei 70 14,3 55 11,46 125 12,9
An. rangeli 1 0,20 0 0 1 0,10
An. argyritarsis 120 24,49 133 27,711 253 26,08
An. rondoni 20 4,08 0 0 20 2,06
An. evansae 60 12,24 48 10 108 11,13
An. (Ano.) spp. 37 7,55 37 7,71 74 7,63
An. (Nys.) spp. 30 6,12 18 3,75 48 4,95
Total 490 100 480 100 970 100

Para An. pseudopunctipennis, de los 34 pooles analizados, todos fueron
negativos para Plasmodium vivax sobre los geles de agarosa, y posterior-
mente confirmados en los geles de poliacrilamida. Para An. argyritarsis, de
los 25 pooles analizados, se observo también que ninguno de los mismos
fueron positivos para Plasmodium vivax.

No se observd infeccion debido a Plasmodium vivax en las especies
de mosquitos anofelinos ni considerando las localidades de muestreo ni los
periodos en que se recolectaron los ejemplares. Tampoco se detectaron
mosquitos anofelinos infectados ni con P. falciparum ni Plasmodium malariae
(Tabla 4).

Tabla 4. Pooles de mosquitos analizados por PCR semianidada para P. vivax, P. falci-
parumy P. malariae recolectados en el extremo noroeste de Argentina.

Especies N° de N° de PCR semianidada

pooles mosquitos P. vivax P. falciparum P. malariae

An. pseudopunctipennis 34 341 000
An. strodei 12 125 000
An. rangeli 1 1 000
An. argyritarsis 25 253 000
An. rondoni 20 20 000
An. evansae 1 108 000
An. spp. 7 74 000
An. spp. 5 48 000
Total 115 970 000
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Deteccion de Plasmodium en muestras de sangre de humanos

La presencia de parasitos del género Plasmodium fue analizada median-
te PCR anidada observandose la ausencia de casos positivos.

254 muestras de sangre, obtenidas mediante la puncién de un dedo
de la mano, fueron analizadas para la deteccion de Plasmodium vivax, P.
falciparum y P. malariae, no observandose ningun resultado positivo. Estas
muestras correspondieron a personas que viven en diferentes barrios/asen-
tamientos de la localidad de Salvador Mazza, tales como 5 de Septiembre,
Alto Verde, 40 Viviendas, El Chorro, Sector 5, entre otros.

Al considerar el sexo, de las 254 muestras, 147 pertenecieron al sexo
femenino, y los restantes 107 al sexo masculino. En cuanto al grupo etareo,
la mayor cantidad de muestras correspondieron al grupo etareo comprendido
entre 0-20 afios para ambos sexos, seguido del grupo de 21-35 afios para el
sexo masculino y el grupo de 36-50 afios para el sexo femenino.

DISCUSION

De acuerdo a lo requerido por la World Health Organization (2012), al
estar Argentina incluida en la fase de pre-eliminacion de la malaria, la detec-
cion de casos autéctonos de la enfermedad resulta de vital importancia. Por
tal motivo, es que se llevaron a cabo estos estudios tendientes a la tanto a
la deteccion de parasitos del género Plasmodium en muestras conservadas
de pacientes que tuvieron sintomas febriles (para confirmar la identificacion
del parasito y la posible presencia de co-infeccion con otro parasito) como en
muestras de mosquitos capturados durante el periodo en el que esta registra-
dala presencia de la enfermedad. Y por ultimo, ante la falta de casos autdcto-
nos reportados, se realizaron estudios tendientes a la deteccion de la posible
presencia del parasito Plasmodium vivax en personas que no presentaban
sintomas de la enfermedad (asintomaticos).

Los resultados obtenidos del presente estudio resultan muy importantes
para ser tenidos en cuenta en relacion a la transmision de la enfermedad en
Argentina, para que asi el pais pueda ser incluido en la siguiente fase, que es
la fase de eliminacion de la malaria.

Después del programa de erradicacion de la malaria en 1959, los casos
de la enfermedad disminuyeron considerablemente hasta que resurgié nue-
vamente en 1967 (Carcavallo & Martinez, 1968). Desde entonces, no soélo
la busqueda activa de personas enfermas por malaria llevada a cabo por
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los técnicos del Ministerio de Salud de la Nacion, sino también el adecuado
tratamiento de los pacientes mediante primaquina/cloroquina y el rociado
de las viviendas y alrededores con deltametrina al 2,5% para los mosquitos
anofelinos, han provocado la reduccion de la incidencia de los casos de
malaria.

Las ultimas investigaciones indican que unos pocos casos autéctonos de
malaria fueron positivos para P. vivax. Esta especie parece ser el Unico para-
sito incriminado en los casos de malaria en humanos, y el mas tolerante a
los cambios climaticos y ambientales, permitiéndole su supervivencia durante
este tiempo en el noroeste de la Argentina (World Health Organization, 2011,
2012). El hallazgo del caso de co-infeccion de P. vivax con M. ozzardi también
resulta un hecho importante. Si bien en el pasado hubo numerosos reportes de
co-infeccion, esta disminuy6 durante estas décadas, reportando en los ultimos
estudios la elevada prevalencia de las microfilarias (Remondegui et al. 1988).

La ausencia de parasitos del género Plasmodium, y en particular P. vivax
en las muestras de mosquitos anofelinos es muy importante para ser tenida
en cuenta. Si bien el vector An. pseudopunctipennis sigue siendo la especie
mas abundante, seguida por An. argyritarsis, el hecho de que no se encon-
traran infectados es un factor clave en el proceso para que el pais pase a la
fase propuesta por la World Health Organization.

En nuestro pais, tanto las investigaciones de principios del siglo’20 como
los ultimos trabajos llevados a cabo en el noroeste reafirman que An. pseudo-
punctipennis sigue siendo una de las especies mas abundantemente encontra-
da (Muhlens etal., 1925; Bejarano, 1953a, 1953b, Carcavallo & Martinez, 1968;
Dantur Juri et al., 2003, 2005, 2009, 2010). En algunos paises de América del
Sur, inclusive Argentina, solo existen evidencias indirectas de la transmisién
de la malaria, tales como la presencia de An. pseudopunctipennis en elevadas
densidades (Mihlens et al., 1925) o su mayor abundancia precediendo a un
pico de transmisién de la enfermedad (Dantur Juri et al., 2009).

Anopheles pseudopunctipennisis es el principal vector de la malaria en
la region de los Andes. Sin embargo, hasta ahora en Argentina, no hay una
prueba directa que los esporozoitos de Plasmodium estén en esta especie.
La técnica de ELISA ha sido usada para confirmar la presencia de infeccién
natural de An. pseudopunctipennis con P. vivax en México (Fernandez-Salas
etal.,, 1994) y Peru (Hayes et al., 1987). Los parasitos de la malaria han sido
también observados por diseccion de esta especie en muchos paises de
América Latina, pero nunca en Argentina. Asi, el descubrimiento de An. pseu-
dopunctipennis infectados para el pais sigue siendo una incoégnita.
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En Argentina, An. pseudopunctipennis fue reportado anteriormente
en asociacion con An. argyritarsis (Mihlens et al., 1925; Bejarano, 1953a,
1953b), y en relacion también con otras especies de anofelinos tales como
An. strodei, An. evansae, An. rangeli, An. rondoni (Dantur Juri et al., 2003,
2005, 2009, 2010).

Sibien An. pseudopunctipennis es el inico vector de malaria en el noroes-
te de la Argentina, su estatus podria ser cuestionado, aun cuando otra de las
especies sea menos abundante. En este trabajo An. argyritarsis resulté segun-
da en abundancia, lo cual sumado a que es considerado como vector de mala-
ria, resulta importante de ser tenido en cuenta para futuras investigaciones.

La ausencia de casos positivos de humanos para Plasmodium spp.
y Plasmodium vivax en particular, también es muy importante de ser teni-
do en cuenta. Si bien, la busqueda estuvo enfocada al hallazgo del/de los
parasito/s en personas sin sintomas visibles de la enfermedad (asintomati-
cos), la ausencia de parasitos, es un paso mas en la fase de pre-eliminacion
de la transmisién de la malaria en el pais.

En conclusion, el estudio llevado a cabo permitié confirmar a Plasmo-
dium vivax, como el parasito causante de la malaria, en el noroeste argentino
de acuerdo a la revision de muestras de pacientes. Se observé la presencia
del parasito en co-infeccién con Mansonella ozzardi, parasito causante de
la filariasis. Ademas se pudo confirmar la mayor abundancia de An. pseu-
dopunctipennis seguida por An. argyritarsis, para la primavera, periodo en
que comienzan a aparecer los casos de malaria. Si bien no se detectaron
parasitos en ninguna de las especies de anofelinos, se espera llevar a cabo
muestreos a fin de abarcar otras estaciones climaticas y obtener una mayor
cantidad de ejemplares. Por ultimo, la ausencia de Plasmodium spp. en las
muestras de sangre de humanos, era de esperarse, ya que no hay registros
actuales de casos autéctonos, pero de todos modos, es de suma importan-
cia, ya que nos muestra que no hay casos asintomaticos de la enfermedad
tampoco en circulacién.,
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PREVENCION PRIMARIA DE ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES EN JOVENES
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RESUMEN

El presente estudio fue disefiado para analizar la prevalencia de factores
de riesgo cardiovasculares en una poblacién joven centrando las observacio-
nes en el andlisis de la presion arterial y la posible repercusion en el corazén
y las arterias. Se incorporaron 224 alumnos (138 mujeres) que cursaban el 2°
afio de Medicina en la UNLP con edad promedio de 22.13 + 0.21 afos. Los
factores de riesgo mas prevalentes resultaron los valores de presion arterial
elevados por encima de la definida como normotensos (49%) y la obesidad
(5,35%) Se identificaron 3 categorias segun los valores de presion arterial de
acuerdo a la clasificacion del Joint Nacional Comité VII: normotensos NA (<
120/ < 80 mmHg), prehipertensos PH (120-139/ 80-89 mmHg) e hipertensos
(>140/>90 mmHg). Con una prevalencia de 55, 39 y 5% respectivamente, se
puede ver que casi el 50% de la poblacién tenia valores anormales de presién
arterial. Al analizar la relacion del estado estructural y funcional del ventriculo
izquierdo y la aorta como expresion de compromiso subclinico se pudo ver
que tanto en los HTA y en los PH el indice de masa ventricular izquierda era
mayor que en los normotensos (NT: 29,04 + 0,54 g/m27 PH: 31,14 + 0,74 g/
m2.7 HTA: 33,93 £ 1,56 g/m27 — NT vs PH p <0.03- Nt vs HTA p< 0.01; ph
vs HTA ns) y la distensibilidad adrtica resultd menor en esos grupos (NT:
1.19£0.03 mmHg/ml/m2; PH: 1.38+0.03 mmHg/ml/m2; HTA: 1.47+0.11 mmHg/
ml/m2 NT vs HTA p<0,04 — NT vs PH p<0,01 -; PH vs HTA ns). Por otra parte
al estudiar en un numero representativo de jovenes de cada grupo la velo-
cidad de recuperacion del pH intraplaquetario se observé mayor velocidad
en los HTA, sugiriendo un aumento de la actividad del intercambiador sodio-
hidrégeno en ese grupo.

Los resultados de estas observaciones muestran una elevada prevalen-
cia de jovenes con valores de presion arterial por encima de los normales.

[158]
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Es importante destacar que mas alla de identificar compromiso subclinico
cardiovascular en la poblacién de hipertensos a temprana edad este estudio
nos da la posibilidad de comprender que aun sin tener cifras de presién para
ser clasificados como hipertensos como se observa en los pre-hipertensos
se evidencian diferencias en la estructura y funcién del corazén y los vasos
en relacion a los normotensos. Estos hallazgos ponen en evidencia la impor-
tancia de identificar en poblaciones de estas caracteristicas a individuos sin
manifestaciones clinicas pero con mayor riesgo de padecer eventos cardio-
vasculares a futuro, lo que permitiria acentuar la aplicacion precoz de diferen-
tes intervenciones para prevenir esa evolucion.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the prevalence of cardiovascular risk
in a youth population, focusing on the blood pressure and its repercussion on
structure and function from heart and vessels. 224 students (138 women) from
2nd years of School of Medicine (UNLP) of 22.13 + 0.21 years old were includ-
ed in the study. The cardiovascular risks factors of larger prevalence were
blood pressure values over the normal (49%) and obesity (5.35%). According
to the VII Joint National Committee three categories was defined to blood
pressure values: normotensive NT (< 120/80 mmHg), pre-hypertensive PH
(120-139 / 80-89 mmHg) and hypertensive H (>140/90 mmHg). Prevalence
was 55, 39 and 5% respectively, showing that approximately 50% of the popu-
lation had blood pressure values over the normal. Analyzing the structure and
function of the left ventricle (LV) and the aorta as a sign of subclinical damage
of target organ, one can observe that HTA and PH group presented larger left
ventricular mass index (NT: 29.04+0.54 g/m27; PH: 31.14+0.74 g/m2.7; HTA:
33.93+1.56 g/m2.7 NT vs HTA p<0,01 — NT vs PH p<0,03 -; PH vs HTA ns) and
minor aortic distensibility (NT: 1.19£0.03 mmHg/ml/m2; PH: 1.38+0.03 mmHg/
ml/m2; HTA: 1.47£0.11 mmHg/ml/m2 NT vs HTA p<0,04 — NT vs PH p<0,01 -;
PH vs HTA ns). On the other hand when the intra-platelet pH velocity recover-
ing was studied in representative number of every group, HTA showed higher
velocity in relation with NT and PH suggesting increase activity of sodium-
hidrogen exchanger in this group.

The results presented show high prevalence of young people with val-
ues of blood pressure upper to the considered normal. On the other hand it
is important to point that this population presents structural and functional
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modification in aorta and left ventricle indicating the presence of subclinical
alterations of target organs in PH and HTA groups. These findings highlight
the importance of early identification to this young people in order to imple-
ment conducts to decrease the future risk of cardiovascular events.



DETECCION Y CARACTERIZACION DEL MODULO RCCX Y DE
GENES DE FUSION CYP21A2-CYP21A1P EN PACIENTES CON
DEFICIENCIA DE 21-HIDROXILASA DE NUESTRA POBLACION.

Biog. Cecilia S. Fernandez
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET)

INTRODUCCION

La hiperplasia suprarrenal congénita es un sindrome que se caracteriza
por déficit de cortisol y en algunos casos de aldosterona, ambos sintetiza-
dos por la corteza adrenal. El 90% de los casos se deben a alteraciones
en la enzima 21-hidroxilasa. Se distinguen dos formas clinicas: la clasica
(1/15.000), con dos variantes: Virilizante Simple (VS) y Perdedora de sal (PS),
y la no clasica (NC) o de aparicién tardia (1/100 a 1/1.000). El gen que codi-
fica para la enzima 21-hidroxilasa es el CYP21A2 (6p21.3), el cual se halla
formando parte del médulo RCCX. El médulo comprende parte del gen RP1,
los genes del factor 4 del complemento (C4A 'y C4B), los genes CYP21 y una
region del gen TNXB. Aproximadamente un 70% de los cromosomas estu-
diados contienen 2 modulos, con un gen activo (CYP21A2) en uno de ellos y
un pseudogen inactivo (CYP21A1P) con 98% de identidad de secuencia en
el otro. Al mismo tiempo, no es infrecuente encontrar cromosomas mono, tri
y tetramodulares. La homologia existente entre los médulos RCCX repetidos
en tandem, incrementa la recombinacion desigual, como consecuencia del
apareamiento incorrecto de las cromatides. Como consecuencia, se produ-
ciran deleciones y duplicaciones que podran involucrar al modulo del gen o
al pseudogen. Ademas, dependiendo del punto de corte, podran generarse
genes CYP21 con la region 5’ del pseudogen y la 3’ del gen, denominados
quimeras. Hasta la fecha se han reportado 6 genes quiméricos diferentes
originados por grandes deleciones. Otro mecanismo involucrado en la gene-
racion de alelos deletéreos es el de conversién génica, mediante el cual se
realiza una copia no reciproca de una porcion de secuencia de una cromatide
a otra. Puede abarcar cientos o solo algunas bases. En el primer caso, se
originara un gen CYP21 quimérico similar al mencionado anteriormente. En
el segundo, se produce la transferencia de mutaciones puntuales del pseu-
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dogen al gen, siendo éste el principal mecanismo responsable de generar
alelos defectuosos. El estudio del modulo se realiza mediante la técnica de
Southern-blot y la restriccion con las enzimas Tagl y Bglll, las cuales han
probado ser indicadores confiables para la caracterizacion de la region. El
analisis del patrén de restriccion obtenido utilizando sondas para CYP21, C4
y TNX, conjuntamente con la informacion de la busqueda de las 10 muta-
ciones mas frecuentes, permite dilucidar en la mayor parte de los casos, la
estructura y composicion modular. Sin embargo algunos genes quiméricos
no pueden ser completamente diferenciados. En estos casos la técnica de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) permitiria la caracterizacion de
estos ultimos, a través de la amplificacion diferencial de fragmentos de gran
tamafo que abarquen la secuencia de fusion entre el pseudogen y el gen. En
trabajos previos hemos analizado mas de 450 pacientes mediante la busque-
da de las 10 mutaciones mas frecuentes del gen, e identificado mutaciones
en el 93%, 89% y 70% de los cromosomas de los pacientes PS, VS y NC ana-
lizados, respectivamente. El objetivo de este trabajo es la caracterizacion del
Modulo RCCX en una muestra de pacientes, caracterizando detalladamente
los genes de fusion encontrados mediante la amplificacion por PCR de frag-
mentos de gran tamario.

OBJETIVOS

1. Caracterizacion molecular del médulo RCCX en pacientes afectados por
hiperplasia suprarrenal congénita por déficit de 21 hidroxilasa.

2. Caracterizacion de genes de fusion o quiméricos formados por los genes
CYP21A1P y CYP21A2 generados por los mecanismos de recombina-
cion desigual o conversion génica.

MATERIALES Y METODOS

Mediante el andlisis de los resultados de la busqueda de las mutaciones
puntuales en el gen CYP21A2, se seleccionara un grupo de pacientes can-
didatos de ser portadores de genes quiméricos. Se realizara la caracteriza-
cion de la region del médulo RCCX mediante la técnica de Southern blot en
los pacientes seleccionados. Para esto, se digerira el ADN gendmico con las
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enzimas Taq | y Bgl Il, luego se realizara la transferencia a membranas de
nylon con posterior hibridacién con sondas para los genes TNX, C4y CYP 21,
segun la metodologia puesta a punto en nuestro laboratorio. Del analisis de los
resultados, se identificaran los haplotipos con genes quiméricos (CYP21A1P-
CYP21A2). Para la caracterizacion molecular de éstas quimeras, se utilizara el
ADN gendmico de estos pacientes como templado para la realizacién de una
PCR de aproximadamente 8,5 Kb, se usaran cebadores especificos que per-
mitan la amplificacién de un fragmento que abarque toda la secuencia del gen
quimérico, y la utilizacion de una enzima polimerasa de alta fidelidad y procesi-
vidad. En los fragmentos obtenidos se realizara la busqueda de las 10 mutacio-
nes que frecuentemente se encuentran en la secuencia del pseudogen, con el
objetivo de determinar qué regiones del gen quimérico corresponden al pseu-
dogen. Se utilizaran las técnicas de PCR-RFLP, PCR alelo especifica y PCR
mismatch-RFLP, siguiendo la metodologia que se utiliza en el Centro Nacional
de Genética Médica para el rastreo de mutaciones en el gen CYP21A2. A tra-
vés del analisis de los resultados se podra delimitar en forma precisa la zona
donde se produjo el punto de quiebre durante la recombinacion desigual o la
region del gen que sufrié conversion génica.

RESULTADOS

A. Para la realizacion del objetivo 1 se llevaron a cabo las siguientes
tareas:

A.1. Rastreo de las 10 mutaciones mas frecuentes del gen CYP21A2: se rea-
liz6 mediante la amplificacion inicial de la secuencia del gen CYP21A2
en 2 fragmentos solapados, mediante la utilizacion de cebadores espe-
cificos del gen. Posteriormente, se utilizaron los 2 fragmentos obtenidos
como templados para la realizacién de PCRs alelo especificas, PCRs
mismach-RFLP, o PCR-RFLP, segun la mutacion puntual a identificar.
Se buscaron en los pacientes las 10 mutaciones puntuales mas fre-
cuentes enumeradas en la Tabla 1 en un grupo de 169 pacientes. La
metodologia descripta, no permite discernir entre la mutacién puntual
p.G110_Y112delfs o una conversioén génica que abarque la regién 5" del
gen CYP21A2 (5°conversion); y entre pacientes con un genotipo homo-
cigota para una mutacion puntual determinada o con una conversién
génica que abarque casi o toda la secuencia del gen (macroconversion),
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o con delecion del gen. La metodologia utilizada para terminar de con-
firmar el genotipo de estos pacientes es el Southern blot. Por lo tanto,
aquellos pacientes en los que se identificé la mutacion p.G110_Y112delfs
o cualquier otra mutacion en homocigosis, fueron seleccionados para la
realizacion de Southern por ser candidatos a ser portadores de conver-
siones o genes quimeras. Del grupo de 169 pacientes en los cuales se
rastrearon las 10 mutaciones mas frecuentes, se identificaron 57 como
posibles portadores de genes de fusion.

Realizacion de la técnica de Southern blot:

Mediante el estudio de Southern blot, se pudo determinar el genotipo de
los 57 pacientes como se muestra en la siguiente Tabla 2. Se encontra-
ron 18 pacientes portadores de conversiones génicas o de genes quime-
ras (sefalados en la tabla en gris).

B. Para la realizacion del objetivo 2 se llevaron a cabo las siguientes

tareas:

B.1.

B.2.

PCR 8,5 Kb: se amplificacion de un fragmento de 8,5 Kb a partir del
ADNg de los pacientes portadores de conversiones génicas y genes
quimeras, el cual abarcé la regién de interés que se queria analizar.
Posteriormente, se utilizé ese fragmento como templado para amplificar
fragmentos de menor tamafio, los cuales fueron enviados a una empresa
para su secuenciacion.

Durante la realizacion del trabajo se modificé la metodologia a utilizar,
utilizandose la secuenciacion directa en vez de PCR-RFLP, PCR alelo
especifica y PCR mismatch-RFLP para la busqueda de las mutaciones
puntuales en los fragmentos de interés.

Analisis de las secuencias obtenidas: las secuencias obtenidas fueron
contrastadas con la del gen CYP21A2 y la del pseudogen CYP21A21P,
y de esa forma se determiné el limite de la region que sufrié conversion
génica, o el sitio de ruptura durante la recombinacién desigual que ori-
gino la delecion y el gen quimera. En la Tabla 3 se sefiala el limite de
la region convertida en aquellos pacientes portadores de 5" y macro-
conversiones; y la region probable donde se produjo el sitio de ruptura
durante la recombinacion desigual entre gen y pseudogen, que ocasiond
la delecion que portan los pacientes.
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TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1: mutaciones mas frecuentes del gen CYP21A2

MUTACION UBICACION

p.P30L exon 1
IVS-13A/C>G intrén 2
p.G110_Y112delfs exén 3
p.I1172N exon 4

p.1236N, p.V237E, p.M239K exon 6
p.vV281L exén 7

p.Q318X exén 8
p.R356W exon 8
p.P453S exon 10

Tabla 2: Genotipos determinados en los pacientes por Southern-blot

NUMERO GENOTIPO

ALELO 1 ALELO 2
1 5’conversion delecion
2 Quimera p.G110_Y112delfs
3 5’conversion IVS-13A/C>G
4 5’conversion p.vV281L
5 Quimera P.Q318X
6 Quimera p.1172N
7 5’conversion p.1172N
8 macroconversiéon p.vV281L
9 p.1172N p.G110_Y112delfs-p.R356W
10 p.v28iL p.v281iL
1 p.v28iL p.v281iL
12 p.v281L p.v281L
13 p.v28iL p.v281iL
14 p.v281L p.v281L
15 Quimera ND
16 p.v28iL p.v281iL
17 Quimera p.1172N
18 p.v28iL p.v281iL
19 5’conversion p.vV281L
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20 p.v281L p.v281L
21 p.vV281L p.v281L
22 p.v281L p.v281L
23 p.v281L p.v281L
24 p.1172N p.G110_Y112delfs
25 5’conversion p.V281L
26 p.G110_Y112delfs ND

27 p.v281L p.v281L
28 p.v281L p.v281L
29 Quimera IVS-13A/C>G
30 p.v281L p.v281L
31 p.vV281L delecién
32 p.v281L p.v281L
33 IVS-13A/C>G IVS-13A/C>G
34 p.P453S Del8pb

35 p.v281L p.v281L
36 5’conversion p.Q318X
37 Quimera p.1172N
38 p.v281L p.v281L
39 p.v281L p.v281L
40 p.1172N p.1172N
4 IVS-13A/C>G delecion
42 Quimera Quimera
43 IVS-13A/C>G IVS-13A/C>G
44 p.v281L p.vV281L
45 p.v281L p.G110_Y112delfs
46 p.P453S p.G110_Y112delfs
47 p.v281L p.v281L
48 IVS-13A/C>G IVS-13A/C>G
49 p.v281L p.v281L
50 macroconversion p.vV281L

51 IVS-13A/C>G delecion
52 IVS-13A/C>G delecion
53 Quimera p.1172N
54 p.v281L p.v281L
55 p.v281L p.v281L
56 p.v281L p.v281L
57 p.v281L p.vV281L
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Tabla 3: Limite de la region convertida o sitio probable de ruptura de las deleciones

N° GENOTIPO Limite conversion o sitio de ruptura
ALELO 1 ALELO 2

1 5conversion delecion ¢.339C>T " ¢.515T>C (p.1172N) / ¢.1066C>

T (p.R356W) A ND

2 Quimera p'G”O—f:mde" €.339C>T * ¢.515T>C (p.1172N)

3 5’'conversién IVS-13A/C>G ¢.339C>T " ¢.515T>C (p.1172N)

4 5’'conversion p.vV281L ¢.339C>T " ¢.515T>C (p.1172N)

5 Quimera P.Q318X €.936+11G>C " ¢.952C>T (p.Q318X)

6 Quimera p.1172N ¢.339C>T * ¢.515T>C (p.I172N)

7 5’'conversion p.1172N ¢.515T>C (p.1172N) " c.547-15C>A

8 macr:;‘;"ver' p.V281L €.936+11G>C * ¢.952C>T (p.Q318X)

15 Quimera ND €.339C>T “ ¢.515T>C (1172N)

17 Quimera p.1172N €.936+11G>C " ¢.952C>T (p.Q318X)

19 | 5'conversion p.V281L ¢.339C>T * ¢.515T>C (p.I172N)

25 5’'conversion p.vV281L ¢.339C>T " ¢.515T>C (p.1172N)

29 Quimera IVS-13A/C>G ¢.339C>T " ¢.515T>C (p.1172N)

36 | 5'conversion p.Q318X ¢.339C>T * ¢.515T>C (p.I172N)

37 Quimera p.M72N ¢.1066C>T (p.R356W) “ ND

42 Quimera Quimera €.339C>T " ¢.515T>C (p.I1172N)

50 macr;gznver' pV281L €.952C>T (p.Q318X) * ¢.1066C>T (p.R356W)

53 Quimera p.1172N €.936+11G>C " ¢.952C>T (p.Q318X)

ND: mutacién no determinada
La numeracion utilizada es segun la secuencia del gen CYP21A2 publicada por White y col.

(1986)1.

DISCUSION

El analisis del ADNg de los pacientes, permitié caracterizar la region

RCCX donde se encuentra el gen CYP21A2, cuya deficiencia es la principal
causa de hiperplasia suprarrenal congénita. Como se menciond, el rastreo
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de las 10 mutaciones mas frecuentes del gen, no permite distinguir entre
mutaciones en homocigosis, deleciones del gen y macroconversiones, ya
que la PCR no detecta hemicigosidad. Tampoco permite distinguir entre
una delecién de 8 bases en el exén 3 del gen, y una macroconversion que
solo abarque la regién 5°del gen, debido a la estrategia de amplificacién
utilizada. Por lo tanto, para culminar con la genotipificacidén en esos casos,
se debe emplear la técnica de Southern-blot, es por esto que esta técnica
posee elevada utilidad diagndstica. Como se consignoé en el primer informe
de avance, el analisis del ADNg de los pacientes mediante la técnica de
Southern blot, permitio la identificacion de deleciones y macroconversio-
nes génicas, dos de las principales mutaciones encontradas en los pacien-
tes con deficiencia de 21-hidroxilasa. El analisis realizado en este trabajo,
permitié culminar con la genotipificacion de aquellos pacientes en los que
restaba determinar su genotipo luego de la busqueda de las 10 mutaciones
mas frecuentes del gen CYP21A2 y detectar aquellos pacientes portadores
de deleciones (genes quimeras formados en su regién 5’por la secuencia
del pseudogen, y en la 3'por la del gen), y macroconversiones. El empleo
de una PCR de larga distancia que amplificé toda la secuencia del gen
quimera o del convertido, y la posterior secuenciacion de la regién de inte-
rés, posibilitéd la determinacion de las regiones limite de la conversion y
los sitios de ruptura durante la recombinacion desigual. De esta manera,
hemos caracterizado ambos eventos por primera vez en nuestra pobla-
cién. Mediante la comparaciéon de nuestros resultados con los reportados
en la literatura (Lee HH24), pudimos establecer que las regiones delimita-
das en nuestros pacientes, también han sido reportadas para otras pobla-
ciones. Detectamos las quimeras CH-1 (sitio de ruptura entre ¢.339C>T *
¢.515T>C (p.1172N)), descripta por Lee y col.2, la CH-5 (sitio de ruptura entre
€.936+11G>C " ¢.952C>T (p.Q318X), fue descripta por primera vez por Hel-
mberg y col.3, y la CH-8 (sitio de ruptura entre c.1066C>T (p.R356W) * ND)
descripta por Chen W y col.4, cuyo sitio de ruptura es posterior al exén 8,
pero no se puede determinar por la elevada identidad de secuencia entre
geny pseudogen en esa region. Debido a esto, es probable que se encuen-
tre rio abajo de la region 3’'UTR del gen CYP21A2. Todas las quimeras
identificadas portan la mutacion ¢.293-13A/C>Gy la delecién de 8 bases en
el exén 3, ambas mutaciones estan asociadas a la forma severa de la pato-
logia. Por lo tanto, los pacientes portadores de ellas, poseen un alelo defi-
ciente para la sintesis de la enzima 21-hidroxilasa. Es interesante destacar
que los limites determinados para las macroconversiones fueron similares
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a los de las deleciones. Se ha sugerido que en estas regiones la presencia
de determinados motivos de secuencias, como las chi®, y los minisatélitesé
estarian promoviendo la recombinacion. El estudio y caracterizacion de un
mayor numero de pacientes portadores de estos alelos, brindara mayor
informacion sobre los mecanismos involucrados en la generacién de alelos
deletéreos.

SINTESIS DEL INFORME

La hiperplasia suprarrenal congénita es un sindrome que se caracteriza
por déficit de cortisol y en algunos casos de aldosterona, ambos sintetiza-
dos por la corteza adrenal. El 90% de los casos se deben a alteraciones
en la enzima 21-hidroxilasa. Se distinguen dos formas clinicas: la clasica
(1/15.000), con dos variantes: Virilizante simple y Perdedora de sal, y la no
clasica (NC) o de aparicion tardia (1/100 a 1/1.000). El gen que codifica para
la enzima 21-hidroxilasa es el CYP21A2 (6p21.3), el cual se halla formando
parte del médulo RCCX. El médulo comprende parte del gen RP1, los genes
del factor 4 del complemento (C4A y C4B), los genes CYP21 y una regién
del gen TNXB. Aproximadamente un 70% de los cromosomas estudiados
contienen 2 modulos, con un gen activo (CYP21A2) en uno de ellos y un
pseudogen inactivo (CYP21A1P) con 98% de identidad de secuencia en el
otro. Al mismo tiempo, no es infrecuente encontrar cromosomas mono, tri y
tetramodulares. La homologia existente entre los médulos RCCX repetidos
en tandem, incrementa la recombinacion desigual, como consecuencia del
apareamiento incorrecto de las cromatides. Como consecuencia, se produ-
ciran deleciones y duplicaciones que podran involucrar al modulo del gen o
al pseudogen. Ademas, dependiendo del punto de corte, podran generarse
genes CYP21 con la regién 5’ del pseudogen y la 3’ del gen, denominados
quimeras. Hasta la fecha se han reportado 6 genes quiméricos diferentes
originados por grandes deleciones. Otro mecanismo involucrado en la gene-
racion de alelos deletéreos es el de conversién génica, mediante el cual se
realiza una copia no reciproca de una porcion de secuencia de una cromatide
a otra. Puede abarcar cientos o solo algunas bases. En el primer caso, se
originara un gen CYP21 quimérico similar al mencionado anteriormente.

El estudio del médulo se realiza mediante la técnica de Southern-blot,
utilizando la restriccién con las enzimas Taql y Bglll y sondas para los genes
CYP21, C4 y TNX. El analisis del patron de restriccion obtenido utilizando
sondas para CYP21, C4 y TNX, conjuntamente con la informacion de la bus-
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queda de las 10 mutaciones mas frecuentes, permite dilucidar en la mayor
parte de los casos, la estructura y composicion modular. Sin embargo algu-
nos genes quiméricos no pueden ser completamente diferenciados. En estos
casos la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) permitiria la
caracterizacion de estos ultimos, a través de la amplificacion diferencial de
fragmentos de gran tamafo que abarquen la secuencia de fusion entre el
pseudogen y el gen.

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacién del médulo RCCX en
una muestra de pacientes, y la deteccién de portadores de genes quimeras y
de conversiones génicas. Posteriormente, se caracterizaron detalladamente
los alelos portadores de genes de fusién y conversiones mediante la amplifi-
cacién de fragmentos de gran tamafio y secuenciacion.

Esta caracterizacion permitié detectar 3 genes quimeras (CH-1, CH-5y
CH-8), los cuales ya han sido reportados en otras poblaciones. Por otra parte,
determinamos que los limites de las regiones convertidas, son similares a las
regiones donde se produce la ruptura durante la recombinacién desigual, lo
que sugeriria que ambos eventos, compartirian algun tipo de regulacion, como
puede ser la presencia de determinadas secuencias consenso en el ADN.

RESUMEN EN INGLES

Congenital adrenal hyperplasia is characterized by decreased synthe-
sis of cortisol by the adrenal gland. 95% of cases are due to deficiency in
the enzyme 21-hydroxylase. The enzyme is encoded by the CYP21A2 gene,
located within the module RCCX. The aims of the study were the character-
ization of the RCCX region, and the detailed characterization of chimeric or
converted genes in our population. Molecular characterization of the region
RCCX was done by Southern blot technique, using the restrictions enzymes
Taql and Bglll, and probes for genes CYP21, TNX and C4. The chimeric or
converted genes were studied by long range PCR, followed by sequencing
of the region of interest. The techniques used were adequate to achieve the
objectives proposed. Molecular characterization of the region RCCX allowed
us to demonstrate a high variability in gene and modular composition in
patients of our population. This characterization allowed the detection of three
genes chimeras (CH-1, CH-5 and CH-8), which have already been reported
in other populations. Furthermore, we determined that the converted region
boundary, are similar to the regions where the break occurs during unequal
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crossovers, suggesting that both events, share some type of regulation, such
as the presence of certain consensus DNA sequences.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

White Py col. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 5111-5115.
Lee HHy col. (2002) J Hum Genet. 47, 517-522.

Helmberg Ay col. (1992) DNA Cell Biol. 11, 359-368

Chen Wy col. (2012) Clin Chem. 58, 421-430

Jeffreys Ad y col. (1985) Nature. 314, 67-73

Lee HH y col. (2004) J Hum Genet. 49, 65-72

o0~ wN~



PARTICIPACION DE LA POBLACION DE MONOCITOS EN EL
DESARROLLO DEL SINDROME UREMICO HEMOLITICO

Gabriela C Fernandez, Cecilia Analia Panek, Marina S Palermo
Division Inmunologia de la Academia Nacional de Medicina

INTRODUCCION Y OBJETIVO

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una enfermedad de comien-
zo agudo con anemia hemolitica microangiopatica, plaquetopenia y dano
renal, que habitualmente puede seguir o no a un episodio de diarrea con o
sin sangre, principalmente en lactantes, y en nifios de la primera infancia.
Las manifestaciones mas comunes son: palidez, petequias, hematomas, oli-
guria, edema, hipertension arterial, y cambios neurolégicos como letargia o
convulsiones™0.

El SUH esta ampliamente distribuido en el mundo'2. En América del Sur
el problema se concentra en paises del Cono Sur, principalmente Argentina,
Chile y Uruguay'é. En Chile y Uruguay las tasas son similares a las comuni-
cadas por los paises industrializados. Sin embargo, en Argentina el SUH es
endémico, y constituye la primera causa pediatrica de insuficiencia renal agu-
da y la segunda de insuficiencia renal crénica, siendo ademas responsable
del 20% de los transplantes renales en nifios y adolescentes.

La forma tipica de SUH esta asociada a infecciones causadas por orga-
nismos Gram-negativos productores de toxina Shiga (STEC)'3.21.22, siendo el
serotipo mas frecuente en Argentina el O157:H715.17,

Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, han sido
sefalados como los principales reservorios de STEC17.20 y |a transmisidn
se realiza a través del consumo de alimentos contaminados, principalmen-
te elaborados a base de carne picada y también leche no pasteurizada?s.
La contaminacion fecal de agua y otros alimentos (embutidos fermentados,
yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de
manzana no pasteurizados, entre otros), y la contaminacion cruzada durante
la preparacion de los alimentos han sido sefialadas como rutas de infeccion.
Otras formas de transmision son: el contacto directo del hombre con los ani-
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males, y persona a persona por la ruta fecal-oral, pues la dosis infectiva es
muy baja, menos de 100 bacterias pueden causar enfermedad.

Desde hace varios afios, nuestro grupo trabaja en conocer los mecanis-
mos fisiopatogénicos del SUH y la participacion de la respuesta inmune en el
desarrollo de la forma completa. Demostramos que las respuestas pro- y anti-
inflamatoria ejercen un efecto potenciador o protector, respectivamente, sobre
la toxicidad renal especifica de la Stx'8. Hemos contribuido significativamen-
te a definir la participacion de los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) en la
patogénesis del SUH4-6.8.9. Siendo células con alto poder citotoxico potencian
inespecificamente el dafio endotelial iniciado por la Stx a través de la secrecion
de enzimas, especies reactivas del oxigeno y citoquinas.

Si bien los PMN son agentes patogénicos directos del SUH, a través de
la secrecion de distintos mediadores con alto poder tdxico para el endotelio
(enzimas proteoliticas, radicales libres, anion superoxido)46, los monocitos
(Mo) también podrian contribuir al dafio endotelial inducido por la Stx no sélo
a través de la secrecion sistémica de citoquinas inflamatorias (fuertes induc-
toras del receptor especifico para la Stx, el Gb3), sino también a través de la
regulacién de la respuesta inflamatoria. En este sentido, demostramos que
la toxicidad de la Stx tipo2 esta significativamente disminuida en ausencia
de los macroéfagos, sugiriendo que esta poblacion es importante para inducir
dano tisular, probablemente a través de la produccién de las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-1b"9.

Asimismo, hemos reportado que los Mo periféricos de los pacientes
con SUH en la etapa aguda presentan alteraciones en moléculas de super-
ficie asociadas a distintas funciones de estas células. En este sentido se
observé una menor expresion del CD14 (molécula fundamental en la res-
puesta al lipopolisacarido o LPS, componente principal de la pared bacte-
riana de los organismos Gram-negativos), el HLA-DR (asociado a la pre-
sentacion antigénica), el CD64 o FcgRI (receptor tipo | para la porcion Fc
de las IgG) y el CD11b (molécula de adhesion). Por otra parte, se observoé
un aumento del subset de Mo CD14+ CD16+, tradicionalmente considera-
do como pro-inflamatorio, con caracteristicas parecidas a macréfagos y/o
células dendriticas’.

El objetivo general de este proyecto es estudiar la participacion de la
poblacién monocitica en el desarrollo del SUH. Nuestra hipotesis de trabajo
es que este tipo celular podria contribuir al dafio endotelial inducido por la
Stx a través de la secrecion de citoquinas y/o regulando la respuesta infla-
matoria.
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MUESTRAS Y METODOLOGIA

Las muestras de pacientes en el periodo agudo del SUH seran obtenidas
luego de obtener el consentimiento de los padres y/o tutores. 4 ml de sangre
seran extraidos en tubos con EDTA por puncion venosa, previamente a que
los pacientes reciban transfusiones y/o didlisis. Las muestras seran obteni-
das del Hospital Municipal del Nifio de San Justo y del Hospital de nifios
“Ricardo Gutiérrez”. Como controles se utilizaran nifios sanos y nifios que
presenten infecciones bacterianas no relacionadas con el SUH.

Se estudiara:

1) lamodulacion en distintas moléculas antigénicas de la superficie del Mo

en condiciones basales y luego de la incubacién con LPS. Se analizara la
expresion de los marcadores CD14, HLA-DR vy el porcentaje de células
CD16.
Meétodo: 2x106 células totales de sangre periférica fueron incubadas en
presencia o ausencia de LPS (1 mg/ml) durante 4 hs a 37°C, 5% COz2.
Transcurrido ese tiempo las células fueron centrifugadas e incubadas
con los anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos durante 30
min a 4°C. Los gldbulos rojos fueron lisados con un buffer de lisis comer-
cial (BD) y las células resuspendidas en ISOFLOW. La fluorescencia se
determiné utilizando un citdmetro de flujo. Los Mo fueron identificados de
acuerdo a su positividad para el marcador CD14.

2) la produccion de distintas citoquinas en condiciones basales o luego de
la incubacion con LPS. Se midié TNF-a como citoquinas representativas
de un estado pro-inflamatorio y la IL-10 como representantes de un esta-
do anti-inflamatorio.

Meétodo: los sobrenadantes de las células tratadas como en el punto 1
fueron colectados y se emplearon kits sea comerciales para la determin-
cacion de las citoquinas.

3) laproduccion de citoquinas en los dos subsets principales de Mo periféri-
cos (CD16+ y CD16-) utilizando la medicién intracelular con anticuerpos
especificos por citometria de flujo.

Meétodo: 2x106 de células totales de sangre entera fueron diluidas a un volu-
men final de 0.5 ml con solucién salina en tubos de polipropileno e incuba-
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das en presencia de 1 mg/ml de LPS y brefeldina A (10 mg/ml, para evitar la
secrecion de las citoquinas a determinar) por4 ha 37°C en 5% CO2. Luego,
las células fueron incubadas con los anticuerpos dirigidos contra CD14 y
CD16 por 30 min a temperatura ambiente. Los eritrocitos fueron lisados,
y las células resuspendidas en 0.2 ml de paraformaldeido 0.5% y guar-
dadas a 4°C. El dia de adquisicion la células fueron lavadas 2 veces con
0.1% saponina en PBS 1x e incubadas con los anticuerpos dirigidos contra
TNF-a e IL-10 por 30 min a temperatura ambiente. En todos los casos, se
utlilizaron los isotipos correspondientes. La fluorescencia fue determinada
por citometria de flujo en 100.000 eventos para cada muestra.

RESULTADOS

Los pacientes con SUH se agruparon de acuerdo a su gravedad en dos
grupos: SUH 1 corresponde a los casos leves, sin anuria y sin requerimientos
de dialisis; y SUH 2+3 correspondientes a los casos moderados y graves
que requirieron dialisis porque mostraron algun grado de insuficiencia renal.
Asimismo, como grupos controles se utilizaron nifios sanos (HC) o nifios con
infecciones bacterianas no relacionadas al SUH (IC).

Se encontré que el porcentaje de Mo CD16+ estaba incrementado tanto
en IC y SUH 2+3 grupos, pero se encontraron porcentajes normales en los
nifios de SUH 1 (Figura 1A). Sin embargo, teniendo en cuenta que SUH 1,
SUH 2+3 e IC mostraban un mayor niumero absoluto de Mo, las cifras absolu-
tas resultantes de Mo CD16+ en los tres grupos clinicos resultaron superiores
al comparar con HC (Figura 1B). Ademas, los Mo CD16+ se caracterizaron
de acuerdo con su expresion de CD62L. Este analisis (Figura 1C) reveld
dos subpoblaciones adicionales dentro del subset CD16+ (CD16+ CD62L+
y CD16+ CD62L-) que se encontraron aumentadas en los grupos SUH 2+3
e IC. Curiosamente, los Mo CD16+ CD62L+ mostraron mayor FSC/SSC que
aquellos Mo CD16+ CD62L- Los niveles de expresion de CD14 en las dos
subpoblaciones CD16+ fue diferente en SUH 2+3 (Media de fluorescencia
del CD14: CD16+ CD62L+ = 17814174, CD16+ CD62L-= 2273+290; p<0,05).

La capacidad de los Mo para responder a un desafio de LPS fue evalua-
da midiendo los cambios en la expresion de diferentes moléculas de superfi-
cie. Como se puede observar en la parte A de la figura 2, el LPS aumenté la
expresion del CD14 en los Mo de los grupos HC y HUS 1, mientras que no se
observaron cambios en los grupos HUS 2+3 e IC. Ademas, aunque todos los
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grupos incrementaron su expresion de HLA-DR luego del tratamiento con LPS,
el incremento observado para pacientes HUS1 fue el mas alto y el observado
para el grupo HUS 2+3 fue el mas bajo (Fig 2B). Ademas, el LPS indujo una
reduccion en el porcentaje de Mo CD16+ en todos los grupos, pero la mayor
reduccion se obtuvo para HUS 1 (Fig 2C). Curiosamente, los Mo que conserva-
ron su expresion de CD16 después del tratamiento con LPS fueron las células
con un perfil de altos de FSC/SSC (Fig 2D), similares a los Mo que fueron
CD16+ CD62L+ en condiciones basales (ver figura informe 1). El porcentaje de
células apoptéticas, analizadas por incubacién con anexina V, fue similar en
condiciones basales o después de la incubacion de LPS (datos no mostrados),
indicando que los cambios cuantitativos en el porcentaje de células CD16+ no
eran debido a la apoptosis. Ademas, la disminucion en la expresion del CD16
fue especifica para Mo, dado que el tratamiento con LPS no modifico el por-
centaje o expresion de CD16 en neutrofilos (datos no mostrados). Del mismo
modo en todos los grupos clinicos, después del tratamiento con LPS toda la
poblacion de Mo perdié completamente su expresion en superficie del CD62L
(datos no mostrados).

A continuacion medimos la produccién de citoquinas intracelulares por
citometria de flujo para cuantificar el numero de Mo CD16+ o CD16- (den-
tro de la poblacion de Mo CD14+) que estaban produciendo una citoquina
particular (Figura 3). Elegimos TNF-a e IL-10 como ejemplos tipicos de cito-
quinas pro y anti-inflamatorias, respectivamente. También determinamos la
produccion intracelular de TNF-a e IL-10 en respuesta a lipopolisacaridos o
LPS (Figura 4).

Como se muestra en la figura 3A el nimero de Mo CD16+ que producian
TNF-a e IL-10 en condiciones basales fue mayor en los grupos clinicos de nifios
con SUH severo (HUS 2+3) y aquellos con infecciones no relacionadas al SUH
(IC) que en nifios sanos (HC) o SUH leves (HUS 1), grupos que mostraron valo-
res similares. Para la subpoblacién CD16- el numero de células productoras de
TNF-a fue similar en todos los grupos clinicos, pero los Mo CD16- productores
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Figura 1. Caracterizacion de Mo CD16+ en pacientes de SUH. 2 x 106 células totales
de sangre entera fue marcada con anticuerpos conjugados de fluorochrome contra
CD14, CD16 y CD62L y el porcentaje de células positivas para CD62L y CD16 fue
evaluado dentro del gate de Mo (CD14+) por citometria de flujo. A-porcentaje de Mo
CD16+ en los grupos clinicos. B - nUmero absoluto de Mo CD16+. El porcentaje de Mo
CD16+ fue convertido en numeros absolutos de acuerdo con el recuento absoluto de
Mo. C- Parte superior: graficos de puntos representativos de un HC, IC, HUS 1y SUH
2+3, mostrando la expresién de las moléculas de CD16 y CD62L. Parte inferior a la
izquierda: grafico de puntos representativo de un nifio HUS 2+3 mostrando los perfi-
les de tamafo (FSC) vs complejidad (SSC) de las subpoblaciones CD16+ CD62L+ y
CD16+ CD62L-. Parte inferior a la derecha: porcentaje de los subsets CD16+ CD62L+
y CD16+ CD62L- en todos los grupos clinicos. *p<0.05 vs HC, #p<0.05 vs HUS 1.



178 Anales 2010-2012

»
o
o
o
°

g

°
2
3

@
1 %%
(LPS/basal)
=4
@
*

B
°
4
S

e
o

MFI CD14 (LPS/basal)
°
o

MFI HLA-DR (LPS/basal)
E3
% of CD16+ Mo

4
°
°
°

0.
HC Ic HUS 1 HUS 2+3 HC IC  HUS1 HUS2+3 HC IC  HUS1 HUS 2+3

Basal LPS

z 1381%) =
k. 768

L]
]

cD14
cD14
00 10! 10?2 10° 10f

00 10! 107 10° 10t

0% 0% jo% 0%

100 a0t 102 10 10t [ 256 512 768 1024 T10° 10 102 10 10* ° 2% 512 768 1024
| CD16 FSC-H

Figura 2. Respuesta de Mo de pacientes con HUS a LPS. 2 x 106 leucocitos totales de
sangre periférica fue incubada en ausencia (basal) o presencia de LPS (1 ug/ml) por 4
h 'y, a continuacion, marcada con los anticuerpos especificos conjugados a fluorocro-
mos. Luego de la lisis de los eritrocitos la intensidad de la fluorescencia media (MFI) del
CD14 (A) y HLA-DR (B) y el porcentaje de Mo totales CD16+ (C) fue determinado por
citometria de flujo en Mo (CD14 +). Los resultados se expresaron como el valor obteni-
do en la presencia de LPS sobre que obtuvo en su ausencia (LPS/basal). D. Dot plots
representativos de un nifio HUS 2+3 que muestra el perfil FSC/SSC de la subpoblacion
de Mo CD16+ en condiciones basales y con LPS. *p<0.05 vs. HC, p#<0,05 vs. HUS 1.

de IL-10 se encontraron aumentados en HUS 1, HUS 2+3 e IC (figura 3B). Es
importante observar que, sobre todo para HUS 2+3 e IC, el nUmero absoluto
de células CD16+ produciendo TNF-a e IL-10 fue significativamente superior
(cinco veces) comparado con las células CD16-.

Dado que el LPS producia la disminucion (internalizacion) del marcador
CD16, consideramos que el analisis de la respuesta al LPS en cuanto a la pro-
duccioén de citoquinas deberia hacerse considerando a toda la poblacién de
monocitos CD14+ (Figura 3C). Asi, observamos una estimulacién de la produc-
cion de TNF-a en los grupos HUS 1, HUS 2+3 e IC. Para IL-10 mientras que los
pacientes HUS 1 mostraron valores similares al grupo HC, los grupos HUS 2+3
e IC mostraron aumentos significativos en los nimeros de células productoras
de esta citoquina. Sin embargo, cuando se evalud la respuesta al LPS como
la relacion entre los numeros en respuesta al LPS y basales (LPS/basal) para
cada citoquina, observamos que todos los grupos respondieron de forma simi-
lar no encontrando diferencias entre grupos.
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Figura 3. Produccion de citoquinas intracelulares. 2x108 de células totales de sangre ente-
ra fueron diluidas a un volumen final de 0.5 ml con solucién salina en tubos de polipropileno
e incubadas en ausencia (A 'y B) o en presencia de 1 mg/ml de LPS (C) y brefeldina A (10
mg/ml, para evitar la secrecién de las citoquinas a determinar) por 4 h a 37°C en 5% CO2,
Luego, las células fueron incubadas con los anticuerpos dirigidos contra CD14 y CD16 por
30 min a temperatura ambiente. Los eritrocitos fueron lisados, y las células resuspendidas
en 0.2 ml de paraformaldeido 0.5% y guardadas a 4°C. El dia de adquisicion la células
fueron lavadas 2 veces con 0.1% saponina en PBS 1x e incubadas con los anticuerpos
dirigidos contra TNF-a e IL-10 por 30 min a temperatura ambiente. En todos los casos, se
utlilizaron los isotipos correspondientes. La fluorescencia fue determinada por citometria
de flujo en 100.000 eventos para cada muestra. A- Numero absoluto de Mo CD16+ que
producen TNF-a e IL-10 en condicione basales. B- Numero absoluto de Mo CD16- que
producen TNF-a e IL-10 en condiciones basales. C- Numero absoluto de Mo CD14+ que
producen TNF-a e IL-10 en presencia de LPS. También se muestra las veces de aumento
en el nimero de Mo CD14+ productores de citoquinas por el LPS expresado como la rela-
cién entre LPS/basal. Ay B- *p<0.05 vs HC TNF and HUS 1 TNF, #p<0.05 vs HC IL-10 and
HUS 1 IL-10 C- *p<0.05 vs HC TNF, #p<0.05 vs HC IL-10, rp<0.05 vs. HUS 1 IL-10.
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Figura 4. Medicion de TNF-a e IL-10 secretados. Los sobrenadantes de los medios de
cultivo fueron colectados y la capacidad biolégica del TNF-a (A) fue medida usando
las células sensibles a TNF-a, L929. Los resultados se expresaron como las unidades
liticas 50 (LUS0). Las cantidades liberadas al sobrenadante de TNF-a e IL-10 fueron
medidas por ELISA (B y C, respectivamente). *p<0.05 vs HC basal, +p<0.05 vs IC
basal, #p<0.05 vs HUS basal, Fp<0.05 vs HC LPS.

Dado que la técnica de medicion intracelular de citoquinas evalua la
habilidad para producir la citoquina en cuestion, pero no considera la capaci-
dad de la célula de liberar la citoquina al medio, investigamos la presencia de
las citoquinas TNF-a e IL-10 en el sobrenadante de cultivos de sangre ente-
ra luego de 4 hs en condiciones basales o en respuesta al lipopolisacarido
(LPS) utilizando ELISAS comerciales para ambas citoquinas y también un
ensayo bioldgico para el caso del TNF-a. Dado que los pacientes con SUH
no mostraron diferencias entre grupos de severidad, el grupo fue analizado
conjuntamente.

Como muestra la figura 4A y B, la actividad bioldgica y la cantidad de
TNF-a fue menor en los pacientes con SUH tanto en condiciones basales
como en respuesta al LPS, siendo estas diferencias estadisticamente signifi-
cativas respecto a los nifios sanos (HC).

A pesar de que en condiciones basales los niveles de IL-10 fueron simi-
lares en todos los grupos, solo el grupo HC presentd un aumento significativo
de IL-10 en respuesta al LPS (Fig 4C).

CONCLUSIONES

Los Mo son heterogéneos en morfologia, fenotipo y la funcién (29).
En particular, la expresion diferencial de los receptores CD14 y CD16 se
ha utilizado para distinguir y clasificar diferentes subpoblaciones de Mo™!.
Alrededor del 90% de MO de la sangre periférica se compone de células
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CD14+ CD16- (generalmente considerados como “Mo clasicos”). A su vez, en
nuestro estudio, hemos identificado heterogeneidad dentro de los Mo CD16+,
encontrando dos poblaciones de Mo CD16+ que diferian en tamafio y expre-
sion de CD62L: grandes CD16+ CD62L+ y pequefios CD16+ CD62L-, ambos
aumentados en los casos severon de SUH (SUH 2+3), pero no en los casos
leves (SUH 1) de esta enfermedad y en nifios con infecciones bacterianas
(IC). La pérdida del CD62L en los leucocitos ha sido asociada a la activacion
de las células (3, 26), y se postula como un factor importante en el fenémeno
de leucocitosis (27). Por lo tanto, es posible que el aumento del subset de
Mo CD16+ CD62L- observado en los casos graves de SUH en condiciones
basales represente Mo que han sido activados en el curso de la infeccion
y han sido retenidos en la circulacién periférica. Estos resultados estan de
acuerdo con un trabajo nuestro anterior, en el que se encontré una corre-
lacion negativa entre la expresion de CD62L en Mo y la gravedad del SUH
(24). En conjunto, estas observaciones apoyan el concepto de una fuerte
estimulacién inmune asociada con casos graves de SUH, mientras que una
estimulacién inmune mas débil puede representar mejor la situacion del SUH
leve. En linea con esta hipodtesis, Mo de pacientes leves mostraron un patron
funcional y fenotipico mucho mas similar a los nifios sanos. Sin embargo, si
esta estimulaciéon inmune diferencial esta directamente asociada con el pro-
noéstico de la enfermedad no esta claro.

Ademas observamos un aumento del numero de Mo CD16+ que produ-
cian tanto TNF-a e IL-10 en condiciones basales. En este sentido, a causa
de estos incrementos coordinados, no hay evidencia de un cambio hacia un
estado proinflamatorio de los nifios graves SUH.

A través de la estimulacién ex vivo Mo con LPS, demostramos por pri-
mera vez que el LPS produce una disminucion en el marcador CD16+ de
Mo en cultivos de sangre entera. De hecho, la molécula CD16 se perdi6 en
la subpoblacién pequefia CD16+ CD62L-. Ademads, esta disminucién fue
especifica para Mo y no fue causada por apoptosis. Mientras que en condi-
ciones basales el principal contribuyente a la produccién de citoquinas fue
el subconjunto CD16+, la pérdida del CD16 hace dificil estudiar la contribu-
cién real de estos Mo a la produccién de citoquinas después de la incuba-
ciéon con LPS. Por lo tanto, hemos utilizado toda la poblacion CD14+ para
analizar la produccién de citoquinas intracelulares en respuesta a LPS.
Utilizando este enfoque, no se observaron diferencias entre grupos dado
que el LPS provocé un aumenté similar en todos de pacientes tanto para
el TNF-a vy la IL-10. Sin embargo, cuando se comparo la respuesta de LPS
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midiendo la modulacién de las moléculas de superficie, se observo que, a
pesar de que los Mo de pacientes graves de SUH no eran completamente
refractarios a la estimulacion con LPS, mostraron mas resistencia a sus
efectos moduladores en comparacion con HC. Por el contrario, los casos
leves de SUH mostraron las mayores respuestas. Podemos hipotetizar que
la activacion de un estimulo inicial fuerte o mas prolongado (productos bac-
terianos o mediadores de la inflamacidn) inducen una fuerte activacién de
Mo que a su vez quedan parcialmente insensible a |la estimulacién posterior
(1, 2). Por lo tanto, los Mo de los casos mas graves pueden representar célu-
las con una menor capacidad de responder a LPS. Por el contrario, sefiales
mas débiles pueden primar a los Mo de los casos leves a ser mas capaces
de montar una respuesta LPS.

La capacidad de secrecién de citoquinas antes y después de la estimula-
cion se vio afectada parcialmente en toda la poblacion SUH. La contribucién
de las otras células (neutrdfilos es decir) a las citocinas medida puede ser
insignificante, ya Mo son los principales productores de estas citoquinas, y
ademas no se detectaron las citoquinas medidas en otras poblaciones de
sangre entera utilizando anticuerpos intracelulares.

Una desregulacion en la via de sefializacion de LPS en el Mo de los
pacientes SUH puede explicar los bajos niveles de citoquinas. Sin embargo,
la medicién de las citoquinas intracelulares utilizando anticuerpos revel6 una
capacidad intacta de Mo para producir estas moléculas, tanto en condiciones
basales y LPS. Estos resultados aparentemente contradictorios son difici-
les de interpretar, teniendo en cuenta que los niveles elevados de citoquinas
como la IL-10, estan presentes en el suero de pacientes con SUH (14, 23). Por
otra parte, se ha informado in vitro que Stx y/o LPS conduce a la transcripcién
y la liberacion de TNF-a en Mo humanos normales (28). Por lo tanto, el hecho
de que Mo de pacientes con SUH no mostraron aumento en la liberacion de
citoquinas, cuando un numero equivalente de leucocitos fueron analizados
en los diferentes grupos, se puede atribuir a que el tiempo transcurrido desde
el inicio de la diarrea, y/o la retencion de Mo mas reactivos en los tejidos infla-
mados, dejando a las células mas desactivada en la circulacion periférica.
En este sentido, la deteccién inmunohistoquimica de leucocitos macrofagos
CD68+ en secciones de rifidn de pacientes con SUH apoya el concepto de
que los Mo son, de hecho, retenidos en los tejidos (24). Una vez mas, una
desensibilizacion causada por la activacion anterior también puede explicar
el deterioro parcial en la secrecion de citoquinas. Teniendo en cuenta todo
esto, es posible que el aumento del nimero de Mo con la capacidad de pro-
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ducir estas moléculas, observado especialmente en los nifios graves SUH,
pueda representar mecanismos de compensacion para equilibrar las disfun-
ciones potenciales en los Mo.

En conclusion, los pacientes con SUH mostraron una secrecion de cito-
quinas alterada, a pesar de la capacidad conservada para producir estas
moléculas. Ademas, en casos graves de SUH se observoé una disminucién de
la capacidad de movilizar receptores de superficie en respuesta a LPS y en
general el comportamiento de Mo del grupo grave fue similar al observado en
nifos con otras infecciones bacterianas. Por otro lado, la respuesta a LPS en
casos leves fue similar a la que se observa en HC. A diferencia de respuesta
respecto a la gravedad de los pacientes con SUH también se ha observado
en los neutrofilos4.

RESUMEN

Propésito: La interaccion de la toxina Shiga (Stx) y/o Lipopolisacarido
(LPS) con monocitos (Mo) puede ser fundamental para la patogénesis de
hemolitico urémico sindrome (SUH), proporcionando las citoquinas necesa-
rias para sensibilizar las células endoteliales a la accién de Stx. Previamente
hemos demostrado alteraciones fenotipicas en Mo de los pacientes de SUH,
incluyendo aumento de nimero de Mo CD16+. Nuestro objetivo fue investigar
la produccion de citoquinas en Mo de pacientes con SUH.

Métodos: Evaluamos la produccion intracelular de TNF-a e IL-10 y su
secrecion en los diferentes subsets de Mo en pacientes con SUH leves (SUH
1) y moderados/severo (SUH 2+3). Se estudiaron como controles nifios sanos
(HC) e infectados (IC). También estudiamos la capacidad de respuesta de los
Mo hacia el LPS, midiendo la modulacion de la expresién de moléculas de
superficies de los Mo y de la produccién de citoquinas.

Resultados: en condiciones basales, la medicion intracelular de TNF-a
e IL-10 revel6 un mayor numero de Mo productores de citocinas en los gru-
pos SUH 2+3 e IC. El LPS provocé un aumento similar en el niumero de Mo
productores de TNF-a y IL-10 para todos los grupos. Sin embargo, al evaluar
la liberacion de TNF-a y L-10, encontramos una capacidad disminuida de
secrecion en el grupo entero de SUH e IC frente a HC en condiciones basales
y luego de la incubacion con LPS. Asimismo, una menor respuesta de Mo a
LPS en SUH 2+3 e IC se observo cuando se estudié la modulacion de mar-
cadores de superficie.
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Conclusion: Estos resultados indican que los Mo de casos severos de
SUH, similar al grupo IC pero diferentes para casos leves de SUH, presentan
cambios funcionales en las subpoblaciones de Mo y respuestas anormales
alLPS.

ABSTRACT

Purpose: The interaction of Shiga toxin (Stx) and/or lipopolysaccharide
(LPS) with monocytes (Mo) may be central to the pathogenesis of Hemo-
lytic Uremic Syndrome (HUS), providing the cytokines necessary to sensitize
endothelial cells to Stx action. We have previously demonstrated phenotypi-
cal alterations in Mo from HUS patients, including increase number of CD16+
Mo. Our aim was to investigate cytokine production in Mo from HUS patients.

Methods: We evaluated TNF-a and IL-10 intracellular contents and
secretion in the different Mo subsets in mild (HUS 1) and moderate/severe
(HUS 2+3) patients. As controls we studied healthy (HC) and infected children
(IC). We also studied Mo responsive capacity towards LPS, measuring the mod-
ulation of Mo surface molecules and cytokine production.

Results: In basal conditions, the intracellular measurement of TNF-a and
IL-10 revealed that the highest number of cytokine-producing Mo was found
in HUS 2+3 and IC, whereas LPS caused a similar increase in TNF-a and
IL-10-producing Mo for all groups. However, when evaluating the release of
TNF-a and IL-10 we found a diminished secretion capacity in the entire HUS
group and IC compared to HC in basal and LPS conditions. Similarly, a lower
Mo response to LPS in HUS 2+3 and IC groups was observed when surface
markers were studied.

Conclusion: These results indicate that Mo from severe cases of HUS,
similar to IC but different to mild HUS cases, present functional changes in Mo
subpopulations and abnormal responses to LPS.
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INTRODUCCION

En la practica médica tienen cada vez mas importancia las enferme-
dades causadas por hongos oportunistas adquiridas en ambientes hospi-
talarios. Las estadisticas demuestran que el nimero de muertes derivadas
de infecciones por hongos contraidas en las salas de cuidados especiales
alcanza hoy cifras récord’. La proporcion de pacientes sin neutropenia o
inmunosupresion severa que presentan riesgo de contraer una infeccién fun-
gica invasiva es mas alta de lo que se piensa2.

Entre los agentes mas destacados se encuentran los géneros Asper-
gillus, Candida, Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Acremonium, Stachy-
botrys, Curvularia 'y Scedosporium. La mayor gravedad se presenta en los
lugares de alto riesgo, como guarderias, residencias de ancianos, quiréfanos
y unidades de terapia intensiva3.

En los ambientes internos la proliferacion de los contaminantes biol6-
gicos (hongos sobretodo) se da en las zonas humedas, es decir, humedad
de las paredes, agua estancada procedente de aparatos de refrigeracion,
humidificadores, floreros, filtros de aire, alfombras, cortinas de tela, macetas
con plantas o pinturas porosas. Por lo tanto, la vigilancia epidemioldgica en
los hospitales es necesaria para evitar enfermedades producidas por hon-
gos, tales como sinusitis fungica, colonizacion de heridas o infecciones inva-
soras que se caracterizan por tener alta morbimortalidad4.56. Para ello, es
imprescindible conocer la calidad del aire confinado, realizando un recuento
selectivo de levaduras y de mohos, como el mas elemental mecanismo de
prevencion de enfermedades3.”8.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el grado de contaminacion fun-
gica de la Unidad de Terapia Intensiva (UTI) y de la Unidad de Quemados (UQ)
del Hospital Pediatrico “Juan Pablo 11" de la ciudad de Corrientes, Argentina.

[187]
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MATERIALES Y METODOS

Las muestras se tomaron durante dos afios en UTl y en UQ del Hospital
Pediatrico “Juan Pablo II” de la ciudad de Corrientes, Argentina.

Larecoleccion de los propagulos fungicos se realizé cada 15 dias, duran-
te la primavera y el otofio, con el colector de aire Surface Air Sampler, P.B.I.
Intenational super 100 (SAS). Con

el fin de comparar tanto la carga como la diversidad fungica, se mues-
trearon paralelamente las salas y el ambiente inmediato a la puerta principal
de cada una de ellas, que se consideré como blanco (Bl). En todos los mues-
treos se sigui6 un disefio diagonal tomando 3 o 5 puntos de acuerdo a la
superficie de los ambientes®.

Las muestras se tomaron al mediodia, después de la limpieza habitual de
las salas. EI SAS se colocé a 1,50 metros del suelo y el flujo de aire fue de 200
litros. Como medio de impacto se utilizé agar papa dextrosa con cloranfenicol
250mg/I (PDA/ATB), en placas de Petri de 9mms®.

Por otro lado, mediante el método del hisopo23, se tomaron muestras de
superficie (Sup) de las mesadas y del equipamiento de control médico pre-
sente en las salas. En el mismo momento del muestreo se realizoé la siembra
por estrias en placas de Petri de 9 mm conteniendo PDA/ATB.

La toma de muestra se realizd simultaneamente por los dos métodos.

Las placas obtenidas de ambos tipos de muestreo se incubaron a 28°C
durante 72 hs; al cabo de la cuales se realizo el recuento de las unidades
formadoras de colonia por placa (UFC/placa) y se extrapolé a unidades
formadoras de colonia por metro cubico (UFC/m3) segun las instrucciones
del fabricante0. Cada taxa se contabilizd una sola vez en cada muestra, no
importando si se repetia en la misma placa o aparecia en las otras.

Las cepas de mohos se identificaron por su macro y micromorfologia.
Las colonias que no desarrollaron érganos de fructificacion en los subculti-
vos, tras 20 dias de incubacion a 28°C, fueron agrupadas como micelio sin
fructificacion.

Para la clasificacion taxonomica de los hongos se utilizaron las claves
taxonodmicas1.12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24

La correlacion estadistica de variables discretas se estudié mediante el
test de Student y la técnica de Chi cuadrado, considerandose un nivel de sig-
nificancia de p < 0,05. Se trabajé con el programa Epi info version 6.
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RESULTADOS

En UTI, en cada afio, se tomaron seis muestras en otofio y seis mues-
tras en primavera pero, a) el quinto muestreo de otofio del primer afio fue
después de la fumigacion de la sala, por lo

tanto crecieron pocas colonias y b) en el tercer muestreo de primavera
del primer aio el desarrollo de Chrysonilia sitophila en todas las placas
impidié el recuento e identificacidn de otros hongos pues las placas fueron
eliminadas para evitar la contaminacion del laboratorio.

En UQ se realizaron seis muestreos en otofio y sélo tres en primavera
durante el primer afio debido a la clausura de las salas en el mes de noviem-
bre por disposiciones internas del Hospital. Ademas, en el segundo y quinto
muestreo de otofio se dificultd el recuento e identificacion de las colonias
debido al desarrollo de Chrysonilia sitophila. En el segundo afio se pudieron
tomar seis muestras en otofio y seis en primavera.

En total se aislaron 1275 colonias de hongos de las que fueron identifi-
cados 29 géneros y 71 especies, considerando aire y superficies.

Los géneros de hongos filamentosos mas frecuentes en el aire y en las
superficies en ambas unidades y en ambos afios fueron los integrantes de
los géneros: Cladosporium, Penicillium y Aspergillus, seguidos por Acremo-
nium, Fusarium, Curvularia y Chrysonilia. Algunos de sus integrantes son
considerados como patégenos oportunistas y productores de toxinas como:
Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, Acremonium

strictum complex, Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum y Sta-
chybotrys atra los cuales también fueron aislados en los muestreos.

En UTI, considerando ambos afos, se aislé un mayor numero de taxa
[690] que en UQ [585], siendo mas notoria ésta diferencia en primavera y
encontrandose una diferencia significativa (p < 0.05).

En la Tabla | se observa el recuento promedio de UFC/m3 durante
los dos afios de muestreo, en otofio y primavera, para cada unidad y el Bl
correspondiente a cada una. No se observo diferencia significativa entre
los recuentos de los ambientes, entre los de las estaciones ni entre ambos
afos.
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Tabla I. Recuento promedio de UFC/m3 durante los dos afios de muestreo segun esta-

cioén y unidad.

OTORNO (UFC/m3)

BIUTI uTl BIUQ uQ
568 557 474 371
PRIMAVERA (UFC/m3)

BIUTI uTl BIUQ uQ

420 336 215 202

El recuento promedio durante ambos afos de las (UFC/placa) en las
Superficies de UQ resulté significativamente mayor (p< 0.05) en otofio 70,8
(UFC/placa) en comparacion con el recuento promedio obtenido en primave-
ra 16,5 (UFC/placa).

En UTI el recuento promedio en las Superficies durante ambos afios fue
de 30,8 (UFC/placa) durante el otofio y de 47 (UFC/placa) durante la prima-
vera, sin observarse diferencia significativa.

En UTI se obtuvo en ambos afios un mayor aislamiento de levaduras
con respecto a lo que se obtuvo en UQ, considerando el aire y las superfi-
cies.

En total se aislaron 140 levaduras considerando aire interno, blanco y
superficies de ambas unidades pero sélo se pudieron identificar 40 (28,57 %)
debido a la dificultad de algunas cepas para desarrollar in vitro y a que en
muchos casos fue imposible separar las levaduras de los mohos, porlo que
las pruebas bioquimicas, que necesitan cepas puras, no pudieron aplicarse
a la identificacién de aquellas. Entre las levaduras se aislaron especies de
Candiday de Cryptococcus reconocidos como agentes oportunistas.

A partir de estos resultados podemos ver que en UQ se ha aislado mayor
numero de hongos filamentosos y de levaduras con respecto al blanco en
ambos afios, lo mismo puede verse en UTI. No encontrandose una diferencia
significativa en ambos casos.
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DISCUSION

Si bien la interpretacion de los resultados en los muestreos de aire es
problematica por una multiplicidad de factores, los resultados obtenidos
en el presente estudio demuestran la existencia de mohos y levaduras en
mayor cantidad que la esperada en tipo de salas muestreadas. En el trabajo
de Cerminara se establece que la cantidad de UFC/m3 no debe sobrepasar
las 70 UFC/m3 en salas de alto riesgo como en los quiréfanos en general
ni las 400 en las salas de internacion comun25. Los resultados presentados
son el promedio de lo hallado y teniendo en cuenta los inconvenientes deta-
llados en resultados, es facil deducir que la contaminacion es muy impor-
tante. Esa fue la razén por la cual se cerrd la UQ hasta que se instalaran
acondicionadores de aire con filtros adecuados.

El hecho de que se hayan detectado mas hongos en las salas de la
UQ y de UTI que en el blanco de ambas, puede atribuirse 1) a que en UQ
no funcionaba correctamente el acondicionador de aire, 2) a que en UTI la
puerta de acceso a la sala estaba siempre abierta y 3) a la falta de manteni-
miento de los filtros de aire en las dos unidades. El mayor numero de UFC/
m3encontrado en UTI con respecto a la UQ, posiblemente se deba a que en
la Ultima se tomaron menos muestras.

Se eligio realizar el trabajo en las estaciones de otofio y primavera,
porque en esta regidn son los periodos mas lluviosos y menos lluviosos
respectivamente. Sibien la biota aérea de las salas hospitalarias debe estar
controlada y ser independiente de la exterior, en otofio se obtuvo mayor
carga fungica que en primavera, hecho que concuerda con lo registrado
para el aire exterior de las ciudades de Corrientes, de Resistencia y de
Cordoba (Argentina) donde la mayor densidad se produjo en los meses mas
frios26.27, Recordando que las grandes diferencias metodolégicas y geogra-
ficas registradas en la literatura aeromicolégica dificultan la comparacién
de resultados.

Para obtener una informacién fidedigna se recomienda la utilizacion de
métodos de muestreo combinados ya que no es posible recoger y evaluar
todos los componentes de la biota fungica utilizando un Unico método de
muestreo’.9.19. En ambas unidades la aplicacién del método del hisopo y del
muestreador de aire se complementaron y permitieron la descripcién de
una diversidad mayor.

Tanto en el ambiente interno y externo de UQ como en UTI, en ambos
afios, el hongo aislado con mayor frecuencia fue Cladosporium, seguido
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de Penicillium y Aspergillus. En menor frecuencia se aislé6 Acremonium,
Fusarium, Curvularia'y Chrysonilia.. Lo mismo puede observarse en las
superficies muestreadas de dichas unidades. Resultados similares fueron
obtenidos por Barros y col.28; Centeno y col.29 en Brasil y Venezuela res-
pectivamente.

Diversas especies de Aspergillus entre las que se encuentran A. fumi-
gatus, A. flavus, A. niger, A. terreus y A. nidulans, son causantes de aler-
gias e infecciones profundas del tracto respiratorio, llamadas aspergilosis
broncopulmonar, en pacientes con alguna inmunodepresion3. Asi mismo,
Penicillium, ha sido reportado como agente de penicilosis broncopulmonar,
de infecciones del oido externo y de hialohifomicosis?4.

Desde la perspectiva de la salud publica, el aislamiento de Stachybo-
trys chartarum es un indicador de presencia de focos de humedad en las
paredes o en las superficies. Las consecuencias de la inhalacion de los
propagalos de este hongo, estan relacionadas con

la presencia de la micotoxina sobre sus conidias. Se han informado
casos de enfermedad pulmonar infantil graves asociadas a Stachybotrys4.

Entre las levaduras blancas las especies del género Candida son des-
tacables, porque si bien forman parte de la flora normal del humano en
condiciones de debilidad inmunoldgica del individuo se comportan como
patdgenos oportunistas. En especial Candida albicans, la cual puede entrar
directamente a la circulacion a través de catéteres intravenosos, lineas de
alimentacion parenteral o durante cirugias. Esta especie es el tercer agente
mas frecuentemente aislado de cultivos de sangre en pacientes hospitaliza-
dos y ademas es causante de candidiasis e infecciones sistémicas30.

Teniendo en cuenta que las areas hospitalarias estudiadas son ambien-
tes que deben permanecer libres de cualquier contaminacion microbiana, y
que los resultados obtenidos demuestran la existencia hongos que pueden
ocasionar infecciones nosocomiales, se hace necesario planificar e imple-
mentar medidas de control higiénico, como la desinfeccién adecuada de las
areas criticas, la instalacion de sistemas de aires acondicionados, con sus
respectivos filtros y su frecuente mantenimiento, y evaluar periédicamente
el grado de contaminacién en estos ambientes, con la finalidad de redu-
cir las causas de contaminacién fungica y de esta forma prevenir posibles
infecciones fungicas nosocomiales.
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ABSTRACT

In the last decades the role of the air in the microorganisms’ transmission
has been demonstrated not only to susceptible patients but to the professional
health workers. The aim of this work was to study the airborne fungi of Inten-
sive Care Unit and Burn Unit of Paediatric Hospital Juan Pablo Il of Corrientes
city (Argentina).

The sampling was performed during two years by sprinkling method and
volumetric equipment (System Air Sampler), in autumn and springtime, every
15 days, at noon, after the usual unit cleaning time.

The number of Colony Forming Units per cubic meter (CFU/m3) found con-
siderably exceeded the established parameters. The number of taxa detected
in the Intensive Care Unit in both years (690) was higher than the one found
in the Burn Unit (585). This difference was more evident in springtime. In both
units the most frequent genera were: Cladosporium, Penicillium and Aspergil-
lus, followed by Acremonium, Fusarium, Curvulariaand Chrysonilia. Among
yeasts Candida and Cryptoccocus species, known as opportunistic agents,
were isolated. Pathogenic and toxicogenic species considered unacceptable
in indoor environments, such as Aspergillus fumigatus and Stachybotrys atra,
were detected.

Several fungi isolated in this work are of public health interest due to
their capability of producing opportunistic infections, allergies and mycotoxi-
cosis. Due to this work environmental control measures were intensified in
The Intensive Care and Burn Units of this Hospital.
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INTRODUCCION

La forma tipica del sindrome urémico hemolitico (SUH) se desarrolla
secundariamente a la infeccion con cepas enterohemorragicas de Escherichia
coli (EHEC) productoras de toxina Shiga (Stx) (STEC), es de caracter infec-
cioso y epidémico y se presenta principalmente en nifios entre 0 y 5 afios.
Argentina presenta la mayor incidencia del mundo, siendo la principal causa
de falla renal aguda en la infancia y la segunda de transplante renal en la ado-
lescencia. Si bien la mortalidad por SUH se ha reducido al 3% debido a las
terapias de sostén, especialmente la didlisis peritoneal, alrededor del 30% de
los pacientes recuperados presenta secuelas neurolégicas ¢ falla renal créni-
ca (Tar, 1995; Obrig, 1997; Proulx, 2001, Karmali, 2004). En la actualidad no
existen tratamientos especificos ni preventivos que posibiliten controlar el nivel
de dafio renal. La obtencién de un esquema preventivo con el fin de bloquear
la toxina durante las primeras fases de la enfermedad es un punto importante
y tedricamente factible en esta patologia, ya que existe una “ventana”de 3a 7
dias desde la diarrea sanguinolenta (primer signo presuntivo de SUH) hasta el
desarrollo de la forma completa del SUH, durante la cual es posible plantear la
aplicacion de este tipo de tratamiento.

El SUH es desarrollado por aproximadamente el 10% de los nifios que
cursan una infeccion gastrointestinal por EHEC/STEC. Las EHEC/STEC colo-
nizan el intestino y secretan la Stx que, luego de atravesar la barrera intestinal,
llega a la circulacion sistémica alcanzando al 6rgano blanco, en donde inte-
ractda con su receptor especifico (Gb3) para internalizarse e inhibir la sinte-
sis proteica. En el rifion, la toxina causa destruccion de las células epiteliales
tubulares y del endotelio glomerular (Proulx F. et al, 2001). Existen dos tipos
de Stx antigénicamente diferentes: Stx1 y Stx2 con sus variantes. Sin embar-
go, la Stx2 es clinica y epidemiolégicamente mas relevante, ya que es la mas
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frecuentemente asociada a casos de SUH (Boerlin P et al, 1999). Su estructu-
ra incluye dos subunidades, la A (subA) enzimaticamente activa y antigénica-
mente conservada entre las distintas variantes de toxinas, y una subunidad B
(subB) pentamérica de union al receptor.

Datos clinicos, epidemiolégicos y experimentales sugieren que la existen-
cia de inmunidad activa a través de la presencia de anticuerpos anti-Stx dis-
minuye el riesgo de SUH. Desde el punto de vista clinico, la excepcionalmente
rara ocurrencia de un segundo episodio de SUH post-entérico es una eviden-
cia indirecta de una eficiente respuesta inmunolégica activa y con capacidad
protectora contra la Stx (Exeni R, 2001). Estudios epidemiolégicos realizados
en Canada y Alemania (Ludwig K et al, 2002) hallaron que cerca del 60% de la
poblacién adulta urbana presentoé anticuerpos anti-Stx. Estos valores tan altos
podrian dar cuenta de la ausencia de enfermedad en el adulto (Karmali MA et
al, 2003). En nuestro pais, a pesar de la excepcionalmente alta incidencia de
SUH, no hay estudios sobre el porcentaje de individuos sanos que presen-
tan anticuerpos anti-Stx. En un unico trabajo se describié que el 42% de los
parientes directos de los pacientes con SUH mostraban anticuerpos anti-Stx1
neutralizantes (Lopez EL et al, 1991). No solamente la presencia sino también
la persistencia y calidad de dicha respuesta inmune especifica serian de vital
importancia ante una nueva exposicion a la bacteria. En la actualidad se care-
ce de estudios que evallen la especificidad, la capacidad neutralizante y la
durabilidad de la respuesta de anticuerpos de pacientes con SUH, tanto en el
momento agudo como luego de la recuperacion a mediano y largo plazo. Por
todo esto, el objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta humoral especifi-
ca anti-Stx2 de pacientes con SUH, en el momento agudo y a distintos tiempos
luego de la recuperacién, lo cual nos permitiria conocer la respuesta inmune
que se desencadena naturalmente en los individuos luego de la primoinfec-
cion, y evaluar la existencia de anticuerpos anti-Stx2 en individuos que nunca
presentaron una infeccion con STEC sintomatica (controles), para estimar su
prevalencia en la poblacion argentina normal.

RESULTADOS

Western blot para la deteccion de anticuerpos contra las sub A y/o B
de la Stx2

La Stx2 purificada fue separada en un gel SDS-PAGE y transferida en
membranas de PVDF. Dos bandas correspondientes al peso molecular de las



198 Anales 2010-2012

subunidades Ay B fueron identificadas con un anticuerpo policlonal de ratéon
anti-Stx2 (Figura 1). Las muestras de plasma que fueron positivas, recono-
cieron la subA sola, la subB sola 0 ambas subunidades. A pesar de que la
intensidad de la reactividad fue variable, las sefiales mas fuertes fueron obte-
nidas con los plasmas provenientes de los grupos SUH o SUHrec.

Stx 2
A-o—'ﬂ-- ——

B-O-h-
1 2 3 4 5

Fig.1. Anticuerpos contra la Stx2. Bandas representativas de plasmas de nifios con SUH o
controles son mostradas. Linea 1 muestra un plasma policlonal de ratén reactivo contra las sub A
y B; plasmas humanos positivos mostraron reactividad contra la sub A sola (linea 2), la sub B sola
(linea 3), o ambas subunidades (linea 5). Las muestras que mostraron una ausencia completa de
bandas fueron consideradas negativas (linea 4).

Frecuencia de anticuerpos contra la Stx2

La Figura 2 muestra la frecuencia de plasmas reactivos contra la subA
y/o la subB o ninguna de las subunidades de la Stx2 en los distintos gru-
pos experimentales. La frecuencia de plasmas reactivos con al menos una
subunidad de la Stx2 en el grupo Ctrol (67%) fue significativamente menor
que la observada en el grupo SUH (86%) y SUHrec (82%) (X2p<0.05). Los
pacientes SUH desarrollaron anticuerpos contra ambas subunidades de
la Stx2 con mas frecuencia que el grupo Ctrol (SUH= 56%, Ctrol=33%,
p<0.01 Fisher). Sin embargo, esta diferencia fue perdida durante el periodo
de recuperacion (SUHrec= 39%, p=0.39 Fisher). Considerando las mues-
tras que reaccionaron con la subA sola o junto con la subB observamos
que el grupo SUH present6 una frecuencia significativamente mayor que el
grupo Ctrol (SUH= 70%, Ctrol=47%, p<0.01, Fisher). Este incremento en la
frecuencia de anticuerpos contra la subA se mantuvo en el grupo SUHrec
(66%, p<0.05 vs Ctrol, Fisher). El grupo SUH también mostré una frecuen-
cia de anticuerpos contra la subB significativamente mayor que el grupo
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Ctrol (SUH =72%, Ctrol=53%, p<0.05, Fisher), y esta diferencia fue perdida
en el grupo SUHrec (53%).

100

Porcentai€

&&

" QIIHrar~

ctral | SUH

Fig.2. Frecuencia de anticuerpos contra la Stx2. Cada barra representa las muestras con las
reactividades indicadas.
#p<0.05 vs HUS and HUSrec, X2; *p<0.05 vs HUS and HUSrec, ** p<0.01 vs NHC, Fisher.

DA/B [[[I A . B I:l No reactivo

Anticuerpos contra la subB de la Stx2 medidos por ELISA

Los valores de absorbancia a 492 nm para cada muestra fueron clasificados
de acuerdo al resultado obtenido para la subB en el WB en positivo o negativo,
dentro de los respectivos grupos clinicos (Figura 3A). A pesar de que los resulta-
dos que fueron positivos mediante la técnica de WB mostraron un amplio rango
de DO492 mediante la técnica de ELISA en los distintos grupos clinicos, la media-
na de la absorbancia de las muestras positivas para el grupo SUH fue mayor
que para el grupo Ctrol (SUH= 0.51, n= 35; Ctrol= 0.40 n =23; p<0.01, Wilcoxon).
Ademas, un 89.7% de los pacientes del grupo SUH arrojoé un resultado positivo
mediante las dos técnicas, mientras que solamente un 8,3% fue positivo median-
te la técnica de ELISA pero negativo mediante el WB, confirmando la robustez
y especificidad, respectivamente, de la evaluacién de las muestras por ambas
técnicas. Por otro lado, un 63% de los pacientes del grupo SUHrec uny 65,7%
del grupo Ctrol fueron reactivos contra la subB de la Stx2 por WB y ELISA. Final-
mente, la Fig.3B muestra que el grupo SUH tuvo el mayor porcentaje de mues-
tras positivas por los dos métodos (p<0.0005 vs Ctrol y SUHrec, X2), sugiriendo
que la combinacion de ambas técnicas aporta fuerza al resultado.
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Figura 3. Anticuerpos contra la subunidad B de la Stx2 medidos por ELISA. A) Valores
de absorbancia por ELISA detectando IgG anti-Stx2B en plasma de los nifios de los distin-
tos grupos, segregados de acuerdo al resultado (positivo o negativo) obtenido por WB para
la subunidad B. La linea horizontal representa el valor de corte DO492=0.226. B) Relacion
entre los resultados de WB y ELISA para la deteccion de anticuerpos contra la subunidad B
de la Stx2. Las barras representan la frecuencia de muestras positivas por los dos métodos
(gris claro), al menos un método (blanco) o ningiin método (gris oscuro).

Cinética y duracion de la respuesta de anticuerpos contra la subB en
pacientes SUH

Ya que el grupo SUH mostré la mayor frecuencia de muestras positivas
para la subB por WB (Fig.2) y mayores titulos de ELISA que el grupo SUHrec
(Fig.3Ay B), quisimos evaluar los titulos del ELISA de los nifios que presenta-
ron un episodio de SUH a lo largo del tiempo durante la recuperacion (Fig.4).
En la Fig.4 se observa que los valores de absorbancia del ELISA fueron
mayores durante los primeros afios luego de la enfermedad, siguiendo una
lenta disminucion con el tiempo. Es importante resaltar que pacientes que
habian sufrido el episodio agudo de SUH hacia mas de 10 afios continuaban
presentando anticuerpos contra la subA y/o B.

15 Figura 3. Anticuerpos contra la subunidad B de la
Stx2 medidos por ELISA. A) Valores de absorban-
10hm cia por ELISA detectando IgG anti-Stx2B en plasma

de los nifios de los distintos grupos, segregados de
acuerdo al resultado (positivo o negativo) obtenido por
WB para la subunidad B. La linea horizontal represen-
ta el valor de corte DO492=0.226. B) Relacién entre
los resultados de WB y ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra la subunidad B de la Stx2. Las
. . . . . barras representan la frecuencia de muestras posi-
0 50 100 150 200 250 tivas por los dos métodos (gris claro), al menos un
meses método (blanco) o ningin método (gris oscuro).
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CONCLUSIONES

Nuestro trabajo indica que las técnicas de WB y ELISA pueden ser usa-
das en Argentina para la deteccion de anticuerpos anti-Stx2 en nifios sanos
y en pacientes que presentaron un episodio de SUH. Ya que ambos métodos
permiten la deteccion de anticuerpos dirigidos contra distintos epitopes de
la Stx2 (la subB sola o al toxina entera, la proteina nativa o desnaturalizada)
probablemente el espectro de deteccién de anticuerpos sea mayor. Es inte-
resante notar que la asociacion entre un resultado positivo obtenido por las
técnicas de WB y ELISA fue mas fuerte en el grupo SUH que en los grupos
Ctrol o SUHrec, probablemente como consecuencia de un mayor titulo de
anticuerpos en el plasma del grupo SUH. Ademas, la evaluacion simultanea
por los dos métodos nos permitié diferenciar los nifios con SUH agudo de los
nifios sanos (Ctrol) con una gran especificidad y precision, permitiendo con-
firmar la etiologia del SUH cuando no se obtienen aislamientos bacterianos
de STEC o Stx2 libre en materia fecal. De esta forma, la evaluacion serolégi-
ca por las técnicas de WB y ELISA de casos esporadicos de SUH constituye
una herramienta diagnostica.

Una frecuencia muy similar de anticuerpos contra la Stx2 en los gru-
pos SUH y SUHrec fue encontrada (86 y 82% respectivamente), aun cuando
habian pasado varios afios desde el episodio agudo. En comparacién, sola-
mente el 67% de los pacientes del grupo Ctrol presentd anticuerpos anti-Stx2.
A pesar de que esta frecuencia fue significativamente menor comparada al
grupo SUH, fue significativamente mayor que la frecuencia reportada en
nifios sanos de otros paises como Alemania (10%) (Ludwig K, et al. 20017)
o Canada (46%) (Karmali MA, et al. 2003). Este resultado podria ser atri-
buido a la alta circulacion de cepas productoras de Stx2 en Argentina, y/o
asociado al comportamiento endémico del SUH en nuestro pais. Ademas,
la existencia de una poblacién no sintomatica de adultos que portan cepas
patégenas podria contribuir a este comportamiento a través de la transmision
persona-persona. Efectivamente, adultos o nifios con aislamientos de STEC
de materia fecal son detectados frecuentemente cuando un nifio presenta
diarrea sanguinolenta asociada a STEC o SUH.

Enrelacion a la especificidad de anticuerpos anti-Stx2, observamos que
los pacientes de SUH (SUH agudo + SUHrec) mostraron una mayor frecuen-
cia de anticuerpos anti-subA de la Stx2 comparado con los controles. Ade-
mas, un importante hallazgo de este trabajo es que los pacientes de SUH
tienen una respuesta inmune humoral duradera, particularmente contra la
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subA. Este hecho tiene varias implicaciones teodricas y practicas. En primer
lugar, esos resultados van en contra de la hipoétesis de que la Stx2 es cito-
téxica para los linfocitos B, previniendo la induccion de una respuesta de
anticuerpos contra la Stx2, que ya habia sido cuestionada por Barrett et al
(1991). Por otro lado, debido a que STEC/Stx2 es endémica en Argentina, es
posible que una infeccidn gastrointestinal asintomatica o autolimitada con
cepas patdgenas sea suficiente para estimular una respuesta de anticuerpos
detectable contra la subA de la Stx2.

El anticuerpo secundario usado en este estudio reconoce las cadenas
pesada y liviana de la IgG, por lo tanto el WB podria detectar no solamente
IgG sino también potencialmente IgM e IgA. Sin embargo, es probable que
entre los pacientes del grupo SUH los anticuerpos detectados sean IgM e
IgA, y en la etapa de recuperacion o seguimiento y en el grupo Ctrol sea IgG.

La persistencia de anticuerpos anti-Stx2 fue investigada en 49 mues-
tras de pacientes a distintos tiempos durante su recuperacion o seguimiento
(SUHrec), y dicha respuesta fue duradera. Este hallazgo difiere con la corta
persistencia de anticuerpos anti-Stx observada en Alemania. Ludwig et al
encontraron que los niveles de anticuerpos del 50% de los pacientes con SUH
disminuye debajo del valor de corte a los 3 meses de la aparicién de la dia-
rrea. Sin embargo, no sabemos si la mayor duracion de la respuesta de anti-
cuerpos en los pacientes argentinos se debe a una continua reestimulacion
o si esta relacionada a diferencias metodoldgicas en los ensayos usados. De
todas formas, la respuesta de anticuerpos contra la subB de la Stx2 tiende
a disminuir mas rapidamente que contra la subA. Evidencia reciente sugiere
que los anticuerpos especificos anti-subA de la Stx2 podrian ser importantes
para la proteccion (Bitzan M, 2009). En efecto, anticuerpos monoclonales
anti-subA de la Stx2 han probado ser tanto 0 mas protectores que aquellos
dirigidos contra la subB (Smith MJ et al, 2006; Sheoran AS et al, 2003). A
pesar de que los mecanismos involucrados son aun un tema de discusion,
ha sido reportado recientemente que los anticuerpos anti-subA de la Stx2
interfieren con el transporte retrégrado de la toxina, y podrian interactuar con
la Stx2 cuando esta unida a los receptores de membrana (Krautz-Peterson G
etal, 2008). Ademas, los anticuerpos anti-subA de la Stx2, a diferencia de los
anti-subB, tienen un amplio espectro de actividad que incluye otras variantes
de la Stx2, tales como la Stx2c (Lindgren SW, 1994; Sheoran AS, 2003).

En conclusion, la informacion proporcionada por este trabajo podria
aportar datos inmunolégicos como base de futuros esquemas de vacunacion
contra la Stx y estimular a los laboratorios del Sistema Nacional de Vigilancia
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a estandarizar ambas técnicas para la evaluacién poblacional de areas con
distinta incidencia de SUH.

ABSTRACT

Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) infection is associat-
ed with a broad spectrum of clinical manifestations that include diarrhea, hem-
orrhagic colitis, and hemolytic uremic syndrome (HUS). Systemic Stx toxemia
is considered to be central to the genesis of HUS. Distinct methods have been
used to evaluate anti-Stx response for immunodiagnostic or epidemiological
analysis of HUS cases. The developments of enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and western blot (WB) assay to detect the presence of specific
antibodies to Stx has introduced important advantages for serodiagnosis of
HUS. However, application of these methods for seroepidemiological studies
in Argentina has been limited. We developed a standard ELISA to detect anti-
bodies against the B subunit of Stx2, and a WB to evaluate antibodies against
both subunits of Stx2 and Stx1. Using the combination of both methods we
detected 67% of plasma from normal healthy children (Ctrol) reactive for Stx2.
These results are in agreement with the broad circulation of Stx2-expressing
STEC in Argentina and the endemic behavior of HUS. Moreover, the simulta-
neous evaluation by the two methods allowed us to differentiate acute HUS
patients from NHC with a great specificity and accuracy, in order to confirm
the HUS etiology when pathogenic bacteria were not isolated from stools.
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INTRODUCCION

Los pacientes con Hemofilia A Severa (HAS) que reciben tratamiento
de reemplazo con factores de la coagulacion pueden desarrollar (20-30%)
inhibidores (Ac-In) que complican la terapia sustitutiva. Se han encontrado
también, tanto en pacientes como en individuos normales, anticuerpos espe-
cificos no neutralizantes (Ac-NIn) pero que pueden acelerar la depuracién del
FVIIl exégeno!.2.

El método de rutina que se emplea para evaluar los inhibidores es la
prueba funcional de Bethesda con la modificacién de Nijmegen3. Pero esta
prueba no detecta los Ac-NIn ni es util para caracterizar los anticuerpos
especificos.

La unica estrategia que se emplea para erradicar los anticuerpos es un
tratamiento de induccion de inmunotolerancia (TIT) que consiste en la infusion
frecuente de altas dosis de FVIII. EI 80% de los pacientes logra la erradicacion
completa después de 1 a 3 afios de tratamiento4. El resto de los pacientes solo
alcanza un éxito parcial y en una minoria, el tratamiento fracasa.

La respuesta inmune al FVIII es policlonal con prevalencia de la clase
IgG pero con una distribucion de subclases diferente segun el grupo pobla-
cional de pacientes estudiado. Hay disparidad de datos pero todas las sub-
clases de IgG pueden estar involucradas en distintas proporciones®678. La
prevalencia de una u otra subclase determina que los anticuerpos dirigidos
al FVIII tengan distinta funcionalidad®. La IgG4 es la de mayor prevalencia
en pacientes con elevados titulos de inhibidores y en aquellos en los cuales
fracasa el TIT'0. La IgG3 es la menos representada. Si bien la respuesta es
policlonal, se ha sefialado que su heterogenicidad esta restringidas. A dife-
rencia de otras patologias, la IgG4, en el caso que nos ocupa, es considerada
un anticuerpo patolégico12,

[204]



Fundacién Alberto J. Roemmers 205

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un inmunométodo que com-
bina la citometria de flujo con microesferas para medir los anticuerpos dirigi-
dos hacia el FVIII'3. Esta técnica resulto util para medir el nivel de IgG especi-
fica (Ac-In'y Ac-NIn), requiere so6lo 200 pl de plasma y/o suero, lo cual la hace
especialmente adaptada a los pacientes pediatricos que son mayoria dentro
de la poblacion de pacientes que desarrollan el inhibidor.

Empleando un anticuerpo revelador dirigido a cada subclase de inmu-
noglobulina, también puede ser una metodologia util para determinar las
subclases involucradas en la respuesta. No hay estudios realizados para
caracterizar la respuesta inmune humoral de los pacientes con HAS de nues-
tro medio. El objetivo de este proyecto fue realizar un estudio transversal
para establecer el grado de prevalencia de la IgG4 comparando la poblacion
de pacientes de alta y baja respuesta y determinar qué otras subclases de
IgG intervienen en la respuesta inmune al FVIII. Por otro lado, se incluyé un
estudio longitudinal en pacientes antes y durante el TIT para analizar si los
cambios de subclase a lo largo del tratamiento pueden predecir el éxito del
mismo.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes:

Se estudiaron 56 pacientes con HAS: 11 sin inhibidores neutralizantes
(<0.5 UB/ml) de FVIII al momento de extraccién de la muestra pero con his-
toria de inhibidor, 45 con inhibidores activos (>0.5 UB/ml) y 6 pacientes antes
y durante el tratamiento de induccién de inmunotolerancia dentro de un pro-
tocolo que emplea 100 6 200 U/Kg de FVIII tres veces por semana durante
18 meses.

Todos los pacientes dieron su consentimiento informado de acuerdo a
las normas del Comité de Etica institucional.

Procesamiento de las muestras:

La muestras de sangre entera anticoagulada fueron obtenidas antes de
la infusion del FVIII. Los plasmas fueron separados por centrifugacion a 900
rom por 10 minutos seguido por una segunda centrifugacion para eliminar
plaquetas a 2500 rpm por 5 minutos. Finalmente, los plasmas fueron almace-
nados a -20°C hasta su empleo.
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Andlisis de las subclases:

La adsorsion del FVIII a las microesferas, su verificacion y la evaluacion
de los plasmas para obtener el nivel de anticuerpos anti-FVIII por citometria
de flujo fue publicado por nosotros previamente'3. Para el analisis de sub-
clases, se siguidé la misma metodologia empleando la dilucién de plasma o
suero con la que se obtuvo el valor del Indice. Se reveld la reaccién con los
anticuerpos anti-IgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 o anti-lgG4 biotinilados (Sigma) y
streptavidina PE-Cy5.5 (BD Pharmingen). La suma de las IFM obtenidas con
las cuatro subclases se consider6 como 100% y a partir de ella se calcul6 el
porcentaje de contribucidon de cada subclase.

Unidades Bethesda (UB)

El titulo del inhibidor fue obtenido por la técnica de referencia3. El limite
de deteccion fue <0.5 UB/ml

Analisis estadistico:

El coeficiente de correlacion r de Spearman para datos no paramétricos
fue calculado empleando el GraphPad Software. Un valor de p<0.05 fue con-
siderado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Prevalencia de IgG total anti FVIII por CF

Los pacientes fueron agrupados en: Grupo |: 14 pacientes de baja res-
puesta (<5UB/ml, sin anamnesis) y Grupo II: 42 pacientes de alta respuesta
(>5UB/ml, con respuesta anamnésica). De este total de 56 pacientes, 11 no
tenian Ac-In al momento de la extraccién. La Tabla 1 resume la prevalencia
de los anticuerpos y la relacién entre ambos métodos. El 100% de pacien-
tes del Grupo Il fueron positivos por CF a pesar de que en 5 de ellos no se
detectaron inhibidores en el momento de la extraccion. El Grupo | representd
el mas dificultoso de evaluar y en el cual se encontraron las mayores discre-
pancias.

Distribucion de las subclases de IgG anti- FVIII

En la Figura 1 se muestra un ejemplo que explica el método empleado
para la evaluacion del porcentaje de contribucion de cada subclase de IgG
en larespuesta anti-F VIl de los pacientes con HAS. El analisis de las subcla-
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Tabla 1: Prevalencia de anticuerpos anti-FVIIl en pacientes con HAS. Grupo |: con
historia de inhibidores de bajo titulo (<5 UB/ml) Grupo Il: con altos titulos histéricos
(>5 UB/ml). Los UB/ml corresponden a los titulos de Ac-In presentes en los plasmas

el dia de la extraccion

Pacientes UB/mI n* CF** (positivos/total)
Grupo | <0.5 (neg) 6 2/6
0.5-1 8 5/8
Grupo I <0.5 (neg) 5 5/5
0.5-5 16 16/16
6-8200 21 21/21

*: nimero de pacientes
** Citometria de Flujo

Figura 1: Evaluacion de las subclases de IgG anti FVIII. Analisis citométrico de una

muestra.
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IgG1:
101.08/21.14= 4.78

IgG2:
700.18/19.75= 35.45

19G3:
5.27/3.95= 1.33

19G4:
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ses en pacientes pertenecientes a nuestro grupo poblacional se muestra en
la Figura 2. Se observa que la IgG4 aumenta su contribucion a medida que
aumenta el nivel de la respuesta. Las otras tres subclases también participan
en la respuesta pero con menores porcentajes. Fue sorprendente la partici-
pacioén de la IgG3. El analisis de correlacion entre el titulo de inhibidores y la
prevalencia de cada subclase, considerando el conjunto de todos los pacien-
tes, demostré una mayor correlacion en este orden IgG4 (r=0.75, p=0.0001)
>1gG2 (r=0.65, p=0.0001) >IgG3 (r=0.54, p= 0.001)>IgG1 (r=0.52, p=0.001).

En la Figura 3 se observa el cambio de prevalencia de subclases que
acompano al cambio en el nivel de respuesta inmune al FVIII de dos pacientes
(A'y B) evaluados por el método de Bethesda y por CF en distintos momentos.
La IgG4 incremento el porcentaje de contribucion paralelamente al aumento
del nivel de anticuerpos.

Figura 2: Porcentaje de contribuciéon de las cuatro subclases de IgG anti-FVIII en cuatro grupos
de pacientes con HAS.
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A: Grupo |: pacientes de baja respuesta con titulos de Ac-In* entre <0.5 UB/mla 1 UB/mlI
B: Grupo II: pacientes de alta respuesta pero con titulo negativo Ac-In* (<0.5 UB/ml)

C: Grupo ll: pacientes de alta respuesta con titulos intermedios deAc-In* (0.5-5 UB/ml)
D: Grupo II: pacientes de alta respuesta con altos titulos de Ac-In* (6-8200 UB/ml)

*al momento de extraccion de la muestra.
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Figura 3: Incremento de la contribucién de la IgG4 anti-FVIIl en el plasma de dos pacientes (A 'y
B) con HAS en distintos momentos de la respuesta.
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UB/ml: Nivel de Ac-In evaluados por el método de Bethesda
Indice por CF: Nivel de anticuerpos evaluados por Citometria de Flujo

Variaciones en el perfil de respuesta anti-FVIIl en pacientes durante el TIT

Los 6 pacientes en TIT fueron evaluados antes del tratamiento y en dis-
tintos momentos durante el mismo. Para todas las muestras extraidas se
estudié el nivel del inhibidor, el Indice por CF y la distribucién de subclases.
La Figura 4 muestra los resultados obtenidos. En 5 de los pacientes se logro
un descenso del titulo de inhibidor, por lo menos hasta la ultima muestra
extraida. Hubo discrepancia entre los resultados obtenidos por los dos proce-
dimientos excepto para SD para quien el TIT logré erradicar el anticuerpo. En
este paciente la prevalencia de la IlgG4 fue disminuyendo con el tratamiento.
En los pacientes ECh, AA y KW también se observoé este efecto pero no
lograron todavia la negativizacion completa a los 27, 37 y 61 meses de inicia-
do el tratamiento., respectivamente. De estos tres pacientes, KW erradicé el
inhibidor pero no se negativizé por CF indicando la presencia de anticuerpos
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no neutralizantes. ECh y AA persisten con titulos bajos por ambas metodo-
logias pero sin anamnesis. Esto se observa también en IE pero con IgG4
prevalente. El paciente CA debié abandonar el TIT, por razones no médicas,
a pesar de que el titulo de anticuerpos fue descendiendo como efecto del
mismo.

Figura 4: Distribucion de subclases (%) de IgG anti-FVIII, niveles de inhibidor (UB/ml) e Indice por
CF en 6 pacientes con HAS durante el TIT. En el eje de la izquierda de cada grafico estan indica-
dos los meses de TIT tomando como 0 el mes del comienzo.
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TIT: Tratamiento de Induccidn de Tolerancia. Los pacientes reciben 100 6 200 Ul/ml de FVIIl tres
veces por semana durante 1 a 3 afos.

DISCUSION

Este estudio analiza la respuesta inmune humoral al FVIII en pacientes
con Hemofilia A Severa de nuestro grupo poblacional. Hemos empleado un
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inmunométodo desarrollado en nuestro laboratorio que detecta Ac-In y Ac-
NIn. Estos ultimos son importantes ya que pueden acelerar la depuracion del
factor exégeno, alterando su perfil farmacocinético y farmacodinamico como
ocurre con otras proteinas de uso terapéutico’415. Los datos presentados en
la Tabla 1 muestran que la CF detecto6 anticuerpos aun en pacientes negati-
vos por el método funcional, esto estaria indicando una mayor sensibilidad
de la metodologia o la presencia de Ac-NIn en estos pacientes. Las mayores
discrepancias se encontraron en los pacientes con bajos titulos.

Con nuestra metodologia, la subclase prevalente en pacientes con alto
titulo fue la IgG4, dato que concuerda con todos los grupos de trabajo. Se ha
asociado a esta subclase con el anticuerpo

caracteristico cuando hay exposicion cronica al antigeno como es el caso
de las alergias y de los pacientes con hemofilia que reciben tratamiento con
el FVIII'6, En nuestro caso la IgG2 le siguidé en importancia, resultado similar
a los obtenidos por Towlfighi empleando la técnica de ELISAS8. En otros gru-
pos poblacionales se ha indicado a la IgG1 como segunda en importancia
empleando otras metodologias, por ejemplo ELISA por el grupo de Whelan??,
immunoblotting por Fulcher8, inmunoprecipitacion por Hultin'8. Gilles y col.”
separando los anticuerpos por inmunoadsorcion al FVIIl y caracterizandolos
por ELISA, encontré todas las subclases involucradas aunque la IgG3 fue la
menos representada. En nuestro estudio encontramos que la IgG3 participa
en la respuesta en mayor porcentaje que en otros grupos poblacionales. Las
diferencias en el perfil de distribucion de subclases pueden ser atribuidas al
empleo de distintas metodologias o a diferente prevalencia de determinados
haplotipos en los distintos grupos estudiados. Ademas, se ha descripto que
distintos polimorfismos de genes de la respuesta inmune representan facto-
res de riesgo para el desarrollo de los inhibidores'9, de la misma manera se
puede pensar que los mecanismos regulatorios (células T o B, produccion
de citoquinas, etc) que llevan al cambio de subclase pueden tener distinta
capacidad funcional en los distintos grupos de pacientes.

En pacientes de baja respuesta (Grupo I) y pacientes de alta respuesta
(Grupo Il) pero negativos en el momento de extraccion por el método tradicio-
nal pero positivos por CF, hubo una contribucién mas homogenea de todos
los subtipos de IgG. El cambio de subclase a IgG4, cuando se eleva el titulo
de anticuerpos, fue corroborado en dos pacientes. No se conoce cual es el
mecanismo inmunoldgico responsable de diferenciar células B productoras
de 1gG4 especificas al FVIII. De acuerdo a nuestra hipotesis, el cambio de
subclase a favor de la IgG4, con propiedades anti-inflamatorias, se induciria
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por la accién de mecanismos regulatorios para evitar los procesos dafinos
que podrian desencadenarse cuando prevalecen las subclases con caracte-
risticas inflamatorias. Esta descripto que la IgG4 no fija complemento y tiene
menor afinidad por los receptores Fc que el resto de las otras subclases.?.20

El seguimiento de pacientes en TIT ha permitido corroborar que el des-
censo de anticuerpos es paralelo al descenso de la prevalencia de la IgG4.
Estos pacientes lograron éxito total o parcial con el TIT. Es importante desta-
car los valores positivos encontrados por CF al final del tratamiento

cuando la medicidon del Ac-In daba resultados negativos. La presencia
de estos Ac-NIn explicaria la baja recuperacion del FVIII infundido en estos
pacientes. Llama la atencidn el paciente AA en cuyo plasma no se detectaron
Ac-In desde los 26 meses de iniciado el TIT a pesar de que la CF seguia
dando positiva en dos muestras sucesivas, a los 37 meses se volvio a detec-
tar Ac-In (3.4 UB/ml). Esto indicaria que el método para medir Ac-In no es
suficientemente sensible o permanecen en plasma Ac-NIn, solo detectados
por CF. Ademas, estaria reforzando la necesidad de evaluar la respuesta por
ambos métodos.

En vista de todos los resultados obtenidos en este trabajo, resaltamos la
necesidad de incorporar como complemento de las mediciones del inhibidor
por el método funcional, este inmunométodo no solamente para el seguimien-
to de los pacientes en TIT sino también para el control de los pacientes con
Hemofilia A Severa que reciben tratamiento con FVIIl ya que la presencia de
anticuerpos, no siempre detectados por el ensayo funcional es razén para
que el médico tratante evallue el cambio el protocolo del tratamiento de pro-
filaxis.

RESUMEN

En este trabajo se estudio la distribuciéon de subclases de IgG especi-
ficas al FVIIl en 56 pacientes con Hemofilia A Severa (HAS). También se
incluyeron 6 pacientes antes y durante el tratamiento de induccion de tole-
rancia inmune (TIT) que reciben para erradicar los anticuerpos. El espectro
de anticuerpos que se desarrollan en respuesta al FVIIl es muy amplio y
los que tienen capacidad inhibitoria (Ac-In) solo representan una parte de
la respuesta. Los Ac-In son evaluados por el método funcional de rutina
(Bethesda) Los anticuerpos no inhibitorios (Ac-NIn), importantes clinica-
mente porque aceleran la depuracion del factor solo pueden ser detectados
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con el empleo de un inmunométodo. Nosotros desarrollamos una metodo-
logia que combina la citometria de flujo con el empleo de microesferas a las
que se les ha adsorbido el FVIII. Este ensayo detecta Ac-In y NIn y permite
la identificacién de la inmunoglobulina involucrada en la respuesta. Cada
clase y/o subclase de inmunoglobulina tiene propiedades estructurales y
funcionales distintas y de estas propiedades depende su efectividad como
anticuerpo. En otros grupos de pacientes se encontro a la IgG4 asociada
con altos titulos y a fallas en el TIT. Diluciones de los plasmas se enfrenta-
ron con las microesferas y los anticuerpos se revelaron con anti-IgG total, o
anti-lgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4 biotiniladas seguida por estreptavidina conju-
gada a un fluorocromo. El método empleado permitié detectar anticuerpos
en plasmas con Bethesda negativo. La IgG4 fue la subclase prevalente en
pacientes con alto titulo de inhibidores, seguida por la IgG2. La contribu-
cion de las 1IgG1 e IgG3 fue variable y se observé mas en pacientes con
bajos titulos. El incremento de la IgG4 paralelamente al incremento de Ac-
In se pudo demostrar en dos pacientes que fueron controlados en distintos
momentos. Una reduccion de la contribucion de la IgG4 se observo en 5/6
pacientes en TIT. Ac-NIn fueron detectados al final del TIT cuando los Ac-In
ya se habian negativizado.

Se sugiere el empleo de este inmunométodo como complemento del
meétodo funcional de rutina para el monitoreo de los pacientes con HAS e
inhibidores.

ABSTRACT

Up to one-third of Severe Hemophilia A patients develop factor VIl allo-
antibodies (Inhibitors). Most FVIII-neutralizing antibodies are 19G. There
are different profiles of specific IgG subclasses, depending on the group of
patients studied. The IgG subclasses exhibit different functional activities.
IgG4 has been associated with anti-inflammatory activity and IgG1, IgG2 and
IgG3 are considered inflammatory immunoglobulins.

The aim of this work was to describe the humoral immune response to
FVIIlin Severe Hemophilia A patients belonging to our institution. We have set
up an immunomethod by flow cytometry (FC) that detects all kind of antibod-
ies, inhibitors and non-inhibitors and facilitates identification of the specific
anti-FVIII IgG subclasses. We studied 56 patients with history of inhibitors
measured by Bethesda assay and 6 patients who received immune tolerance
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induction treatment (ITl) to eradicate the inhibitors. We detected IgG anti-FVIII
in 7/11 plasmas with Bethesda <0.5 UB/ml and 42/45 in those with >0.5 UB/
ml. IgG4 and 1gG2 correlated well with inhibitor titers. We found more IgG3 in
our group of patients compared to previous reports. The shifting towards IgG4
was observed in two patients according to increasing inhibitor titers. Although
inhibitors were not detected by Bethesda, antibodies were found by FC during
ITl. The relative contribution of IgG4 decreased in 5/6 patients during partial
or complete successful ITI.

Taking all these results into account, we propose our FC method as a
supplementary or complementary approach to the Bethesda assay for a bet-
ter monitoring of the anti-FVIII humoral immune response in Hemophilia A
patients.
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FACTORES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA
PROLIFERACION, SOBREVIDA, MIGRACION Y METASTASIS DE
LA CELULA TUMORAL MAMARIA HUMANA EN HUESO Y SU
IMPORTANCIA PRONOSTICO.
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1Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Buenos Aires, Argentina. 2 Catedra
de Bioestadistica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Buenos Aires, Argentina y
3Departamento de Patologia, Hospital Italiano, Buenos Aires, Argentina.

INTRODUCCION

El 70% de las pacientes con cancer de mama (PCM) avanzado desa-
rrolla metastasis (MTs) en médula 6sea (MO)/hueso y el 20% alcanza una
sobrevida de 5 anos'.2. El 30% de las PCM con estadio temprano presen-
tan micrometastasis en MO, pudiendo ser un factor pronéstico de menor
periodo libre de enfermedad. Las MTs éseas (MTsO) son el resultado de
una interaccion entre las células epiteliales tumorales mamarias (CEpTM) y
el microambiente de MO/hueso. Para desarrollar una MTsO debe existir un
desbalance entre los procesos de osteogenesis-osteoclastogénesis, que
en el caso de las PCM es de tipo osteolitica’.2. La osteoclastogénesis y
resorcion 6sea aumentada en las PCM avanzado, podria ser consecuencia
directa de CEpTM en MO y/o de una deficiente capacidad de diferenciacién
osteoblastica/osteocitica de las células madre mesenquimales (MSC) de
MO. Sin descartar, un efecto indirecto de factores solubles liberados por las
CEpTM circulantes y/o del tumor primario (OPG, RANKL, Dkk-1, IL-6, IL-8,
IL-11, M-CSF, etc) en MO3-8. Existe una interaccion activa y reciproca entre
las CEpTM y las MSC de MO. Las CEpTM liberan y/o expresan en membra-
na RANKL, SDF-1y CCL2, entre otros, que atraen a las MSC o fibroblastos
activados del tumor (TAF) de MO que expresan los receptores (R) RANK,
CXCR4 y CCR2 respectivamente, al tumor primario o a un nicho preme-
tastasico distinto de MO910. Y de esta manera, las MSC y/o TAF favorecen
la proliferacion y sobrevida de las CEpTM, por liberar factores como OPG,
RANKL, SDF-1, IL-6, M-CSF, colageno | y lll, fibronectina, proteoglicanos,
entre otros, contribuyendo al desarrollo del tumor de mama y su progresiéon
hacia una futura MTs11.

[216]
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Ademas, las CEpTM pueden expresar RANK y CXCR4, permitiendo su
migracion desde el tumor primario a MO/hueso por accion de RANKL y SDF-
1, respectivamente, liberados por las MSC y TAF de MO y/o microambiente
tumoral (MT) y los osteoblastos inmaduros de MO/hues026.9.12.13, |ncluso el
RANKL podria ser liberado por Linfocitos B y T circulantes y/o del microam-
biente hematopoyético o tumoral. Se demostré que la expresion de RANK
en la CEpTM del tumor primario, es marcador predictivo de ocurrencia de
MTsO y de menor periodo libre de aparicion de desérdenes 6seos'415. En
los ultimos afios, ha cobrado importancia el sistema OPG-RANKL-TRAIL en
la regulacion de la proliferacion, sobrevida y migraciéon de la CEpTM, favore-
ciendo el desarrollo del tumor primario y la aparicion de las MTsO. Pero los
resultados son contradictorios y no esta definido como se modifica su expre-
sion y liberacion durante la evolucion tumoral, ni tampoco se conoce como
inciden las MSC en este sistema’6.17.

De lo expuesto y debido a que los parametros de prondstico clasicos [en
este caso: edad, tamafio tumoral, grado histoldgico, el estado de los recepto-
res hormonales estrogeno (RE) y progesterona (RP) y Her2/neu] no siempre
predicen adecuadamente la evolucion clinica-patolégica de las PCM y su
respuesta al tratamiento adyuvante, se plante¢ el siguiente objetivo: “Estudiar
en las CEpTM nuevos parametros que permitan avanzar en el conocimiento
de los procesos que favorecen la evolucion del tumor primario de mama y
la aparicion de futuras MTs, en especial a MO/hueso, al estimular la prolife-
racion, sobrevida y migracién de las CEpTM especialmente en los estadios
tempranos de la enfermedad”. De este modo, se propone incrementar las
herramientas empleadas como marcadores tumorales con el fin de contar
con mejores parametros para predecir el riesgo de MTsO, prondstico tumoral
y evaluar en un futuro cercano posibles respuestas a diferentes terapias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar en biopsias de tumores primarios de PCM y en tejido
mamario no neoplasico los siguientes objetivos:

i) La expresion de OPG, TRAIL, los receptores (R) de TRAIL (TRAIL-R1,
TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4), RANKL, RANK (RANKL-R), SDF-
1, CXCR4 (SDF-1-R), IL-6, IL-6R, M-CSF y M-CSF-R (CD115) en las
CEpTMYy en las células epiteliales mamarias (CEpM).
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Analizar la posible asociacién entre los parametros de prondstico no cla-
sicos (evaluados en el objetivo i) con los parametros de prondstico clasi-
cos [edad, tamafo tumoral, grado histolégico (score de Nottingham), el
estado de los receptores hormonales (RE y RP) y Her2/neu.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: se seleccionaron PCM ductal infiltrante, estadio clinico-pato-
I6gico I/l (n=20), libres de tratamiento adyuvante y muestras controles,
no neoplasicas, (CN, n=7) (tejido mamario no neoplasico al estudiar la
biopsia), sin compromiso medular, ni inmunohematoldgico. Se siguio el
sistema de clasificacion TNM de la Union Internacional de Lucha contra el
Cancer. Todas las pacientes firmaron un consentimiento informado. Este
trabajo se desarroll6 bajo los principios de la Declaracion de Helsinki.
Muestras de tejido: fueron extraidas de la mama en el momento de la
cirugia de las PCM y de los tejidos no neoplasicos. Las muestras fueron
incluidas en parafina previa fijacion con formol neutro al 10% y se trabajo
con cortes de 4um. Las muestras fueron cedidas del Departamento de
Patologia del Hospital Italiano (Dr. Davies y Dr. Garcia-Rivello)
Parametros de prondéstico clasicos: edad, tamafo tumoral, grado his-
tolégico (score de Nottingham), RE y RP y Her2/neu fueron evaluados
por los Patoélogos del Hospital Italiano.

Estudio de la expresion de OPG, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2,
TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANKL, RANK, SDF-1, CXCR4, IL-6, IL-6R,
M-CSF y CD115. se realizo por la técnica de Inmunohistoquimica (Figura
1), utilizando los siguientes anticuerpos (Acs) primarios: anti-OPG (R&D,
AF805, cabra), anti-TRAIL (R&D, MAB687, raton), anti-TRAIL-R1 (R&D,
AF347, cabra), anti-TRAIL-R2 (R&D, MAB6311, ratén), anti-TRAIL-R3
(R&D, MAB6301, ratén), anti-TRAIL-R4 (R&D, AF633, cabra), anti-
RANKL (R&D, MAB626, raton), anti-RANK (R&D, MAB683, raton), anti-
IL-6 (R&D, MAB2061, ratén), anti-IL-6R (Invitrogen, AHR0961, raton),
anti-SDF-1 (R&D, MAB350, raton), anti-CXCR4 (R&D, MAB172, ratén),
anti-M-CSF (Abcam, ab9693, conejo), anti-CD115 (R&D, MAB350, rata)
y anti-AE1AE3 (Dako, N1590, ratén) (control positivo con mayor intensi-
dad de expresion en las CEpTM). Controles negativos sin Ac primario o
con Acs inespecificos del mismo isotipo que los Acs primarios utilizados:
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IgG1 de ratdon (R&D, MAB350), Igs de ratén (ZYMED, 08-6599), IgG de
cabra (R&D, AB-108-C), Igs de conejo (DAKO, X0936) y IgG1 de rata
(R&D, AB005).

Figura 1: Inmunohistoquimica
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— Lectura de los resultados: fue realizada a ciego por dos Patélogos. Se
consideré como muestra positiva para cada marcador a todo tejido que
presentara ® 10% de las CEpTM o CEpM teiidas.

— Analisis Estadistico: fue realizado por la Bioquimica Calcagno ML.
Para comparar:

1) Las expresiones de los parametros no clasicos entre las PCM y tejido
no neoplasico, se utilizd el test exacto de Fisher. Los resultados se expresan
como el porcentaje de presencia del marcador dentro de cada grupo. En
aquellas comparaciones en las que el p < 0,05 se detecta diferencia significa-
tiva en el porcentaje de presencia del marcador entre los dos grupos.

2) Los parametros no clasicos versus los clasicos con variables dicotd-
micas, se calculd el coeficiente kappa, pues interesa ver del total cuales son
los pacientes que tienen, o bien ambos positivos o bien ambos negativos,
lo cual indica asociacion entre los dos parametros. Cuando el intervalo de
confianza del 95% no incluye al cero, se puede afirmar que existe asociacién
entre ese par de marcadores.

3) Si el parametro no clasico estaba asociado con uno clasico que fue-
ra variable continua, se utilizoé un test no paramétrico de Mann-Whitney. Se
analizo el nivel del parametro clasico entre el grupo que expresa y el grupo
que no expresa el marcador no clasico. Software: InfoStat y SPSS 18.0. Se
considerara significativa toda p < 0,05.
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RESULTADOS

i) Estudio de la expresion de OPG, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-
R3, TRAIL-R4, RANKL, RANK, SDF-1, CXCR4, IL-6, IL-6R, M-CSF y

CD115 enlas CEpTMy en las CEpM

a) Expresion de OPGy TRAIL: se encontrd expresion positiva del 71,43%
(10/14) para OPG y 90% (18/20) para TRAIL en las PCM y del 33,33%
(2/6) para OPG y 71,43% (5/7) para TRAIL en las muestras no neopla-
sicas (Figura 2A). En estas muestras se observé tincidn positiva para
AE1AE3 y tincion negativa cuando se incubaron con los controles de

isotipo correspondientes (Figura 2B).

Figura 2: Expresion de OPG y TRAIL

100+ A 100+
O]
5 . 5
o 754 @ 754
T ©
[7/] [}
g -}
© 504 © 504
© . ©
2 8 .
(g . = (3 0 e ° .
4 . J .
< 25 oo o e ’:‘ ° 25 . ° . -~y
.o .®
z 0
A sessssse  ccsssee  osssssse  cssssee
%lgG1 %lgG2 %lgG3 %lgG4 %IgG1 %lgG2 %IgG3 %lgG4
D
100- (o5 100+
% . % *e®
- .o = .
4 @ 754
37 . < Op
g .8 ¥
& 504 . . & 50 —
g ®e . - 8 X . YOy
a ° o e °® ': U:J ° o° o o
25+ o 0o %0 o 0 25+ %es ®0e®® e, ,0° °
ES "“_"‘: _::_ "'_"". ‘:: ES :.ﬁ. Toeo " - o .0.
Yo e e Wt
oL cte : oL Tiile  Flee L,
%IlgG1 %lgG2  %IgG3  %lgG4 %lgG1 %lgG2 %lgG3  %lgG4



Fundacién Alberto J. Roemmers 221

b) Expresion de TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 y TRAIL-R4:
se encontro expresion positiva del 15,00% (3/20) para TRAIL-R1, 65,00%
(13/20) para TRAIL-R2, 95,00% (19/20) para TRAIL-R3 y 100% (20/20) para
TRAIL-R4 en las PCM y del 14,29% (1/7) para TRAIL, TRAIL-R1 y TRAIL-R3
y 28,57% (2/7) para TRAIL-R2 y TRAIL-R4 en las muestras no neoplasicas
(Figura 3A). En estas muestras se observo tincion positiva para AET1AE3 y
tincion negativa cuando se incubaron con los controles de isotipo correspon-
dientes (Figura 3B).

Figura 3: Expresion de TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 y TRAIL-R4
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c) Expresion de RANKL, RANK, SDF-1 y CXCR4:: se encontro expre-
sion positiva del 70,00% (14/20) para RANKL, 90,00% (18/20) para RANK,
75,00% (15/20) para SDF-1 y 95,00% (19/20) para CXCR4 en las PCM y
57,14% (4/7) para RANKL, 42,86% (3/7) para RANK 'y 20,00% (1/5) para SDF-
1y CXCR4 en las muestras no neoplasicas (Figura 4A). Las muestras no neo-
plasicas presentaron una expresion menos intensa para RANK en compa-
racion con las PCM donde encontramos, en todos los casos, una expresion
intensa para estas moléculas. En estas muestras se observo tincion positiva
para AE1AE3 y tincion negativa cuando se incubaron con los controles de
isotipo correspondientes (Figura 4B).
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Figura 4: Expresion de RANKL, RANK, SDF-1y CXCR4
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d) Evaluacion de la expresion de IL-6, IL-6R, M-CSF y CD115: se
encontrd expresion positiva del 75,00% (15/20) para IL-6, 100,00% (17/17) para
IL-6R, 30,00% (6/20) para M-CSF y 0% (0/20) para CD115 en las PCM y del
14,29% (1/7) para IL-6, 71,43% (5/7) para IL-6R, 0% (0/7) para M-CSF y 0% (0/7)
para CD115 (M-CSF-R) en las muestras no neoplasicas (Figura 5A). En estas
muestras se observé tincion positiva para AE1AE3 y tincion negativa cuando
se incubaron con los controles de isotipo correspondientes (Figura 5B).

Figura 5: Expresion de IL-6, IL-6R, M-CSF y CD115
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e) Prevalencia de OPG, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3,
M-CSF y CD115:
TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, IL-6, CXCR4 y SDF-1 presentan una preva-
con las muestras
no neoplasicas (p=0.0002, p=0.0003, p=0.0239, p=0.0087, p=0.0019 y

TRAIL-R4, RANKL, RANK, SDF-1, CXCR4, IL-6, IL-6R,
lencia significativamente mayor en PCM en comparacion
p=0.0403, respectivamente) (Tabla 1y 2) test de Fisher.

Tabla 1

Prevalencia de marcadores en pacientes con cancer de mama y
no neoplasico

ejido

Il Pacientes con cancer de mama B Muestras no neoplasicas |

Tabla 2
Marcador Normales (%) PCM (%) p-valor
OPG 33,33 71,43 0,5147
TRAIL 71,43 90,0 0,5453
TRAIL-R1 14,29 15,0 >0,99
TRAIL-R2 28,57 65,0 0,185
TRAIL-R3 14,29 95,0 0.0002
TRAIL-R4 28,57 100,0 0.0003
RANKL 57,14 70,0 0,6527
RANK 42,86 90 0.0239
IL-6 14,29 75 0.0087
IL-6R 71,43 100,0 0,0646
CXCR4 20,0 95,0 0.0019
SDF-1 20,0 75,0 0.0403
M-CSF 0 30,0 0,5392
CD115 0 0 -
AE1AE3 71,43 100,0 0,0646
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Analisis de la posible asociacion entre los parametros de prondstico no
clasicos (OPG, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4,
RANK, RANKL, SDF-1, CXCR4, IL-6, IL-6R, M-CSF y CD115) con los
parametros de prondstico clasicos (edad, tamafo tumoral, grado histol6-
gico, RE, RP y Her2/neu)

a.1.) Asociacion de los parametros no clasicos con los clasicos
(RE, RP y Her2/neu) que tenian valores dicotomicos (positivos o nega-
tivos) con el coeficiente kappa: TRAIL-R1, TRAIL-R2 y M-CSF se asocia
significativamente con Her2/neu [Coeficiente Kappa: -0.253 (-0.445;-0.061);
0.354 (0.036;0.672) y -0.354 (-0.578;-0.129), respectivamente] en las PCM
(Tabla 3). No se encontro asociacion entre el resto de los parametros.

Tabla 3: TRAIL-R1, TRAIL-R2 y M-CSF se asocian con Her2/neu

Marcador no Marcador Ambos Ambos Coeficiente kappa
clasico clasico negativos positivos (1C95%)
TRAIL-R1 Her2/neu 58.8 0 -0.253 (-0.445:-0.061)
TRAIL-R2 Her2/neu 41.2 23.5 0.354 (0.036:0.672)
M-CSF Her2/neu 471 0 -0.354 (-0.579;-0.129)

a.2.) Asociacion de los parametros no clasicos con los clasicos
(edad, tamaino tumoral y grado histolégico) que tenian valores conti-
nuos con el test de Mann-Whitney. Se compara la variable de la segunda
columna (edad) con los dos grupos de la variable categérica de la prime-
ra columna (n1: PCM que no expresan TRAIL-R2 y n2: PCM que expresan
TRAIL-R2).

La expresion de TRAIL-R2 se asocid con la edad de las PCM con una
media de 71,5 anos (n2: rango de 55-81 anos), p (2 colas): 0,0451 (Tabla 4).
No se encontré asociacion entre el resto de los parametros.

Tabla 4: TRAIL-R2 se asoci6 con la edad en las PCM

No clasico | Clasico Grupo | Grupo n1 n2 Mediana1 Mediana2 w P
1 2 (2 colas)
TRAIL-R2 | EDAD 0 1 7 10 61 71,5 42,5| 0,0451

n1: rango de edad de 46-67 afos.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Pudimos observar que las CEpTM de las PCM presentaron una expresion
significativamente mayor para TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, SDF-1, CXCR4
e IL-6 que las CEpM de muestras no neoplasico. La expresion del TRAIL-R3
y TRAIL-R4 en las CEpTM podrian producir la resistencia de las mismas a la
accion del TRAIL, sugiriendo un efecto anti-apoptético (18). Como comenta-
mos, la expresién de RANK y CXCR4 en las CEpTM permitiria su migracion
desde el tumor primario a MO/hueso por accion de RANKL y SDF-1, respec-
tivamente, liberados por las MSC y TAF de MO y/o microambiente tumoral
(MT) y los osteoblastos inmaduros de MO/hueso (2,5,6,9,12,13). Mas aun,
se demostro que la expresion de RANK en la CEpTM del tumor primario, es
marcador predictivo de ocurrencia de MTsO y de menor periodo de tiempo
de aparicion de desoérdenes 6seos (14,15). RANKL cumple un rol importante
en el proceso de quimiotaxis entre las CEpTM circulantes y el microambiente
0seo, permitiendo que las CEpTM que expresan RANK migren a hueso (19).
Recientemente se determind, en un modelo pre-clinico, que el tratamiento
con el anticuerpo anti-RANKL (denosumab) reduce la formacion del cancer
de mama y disminuye el desarrollo de MTs 6seas y en pulmén (19). Noso-
tros no encontramos aumento de la expresion de RANKL en las CEpTM en
comparacioén con las muestras no neoplasicas. Sin embargo, eso no quiere
decir que no expresen y liberen RANKL o que sea producido por otras células
como ya hemos mencionado anteriormente. Por lo tanto, la determinacion del
factor RANKL en las PCM podria utilizarse para implementar nuevas tera-
péuticas en la prevencion del desarrollo del cancer de mama y en la apari-
cion de las futuras MTs. Ademas, la expresion y liberacion de SDF-1 en las
CEpTM puede atraer a las MSC o TAF de MO al tumor primario o a un nicho
pre-metastasico distinto de MO (9,10). Y, la expresion y liberacion de IL-6
por las CEpTM podria ayudar al desarrollo de futuras MTsO por favorecer la
formacion de preosteoclastos en el tumor primario (20).

También encontramos que la expresion de TRAIL-R1, TRAIL-R2 y M-CSF
en las CEpTM se asoci6 con Her2/neu que es un parametro clasico no favora-
ble, pues se relaciona con las MTs en ganglio. En concordancia con nuestros
resultados, un estudio previo encontrd que las PCM de tipo ductal infiltrante
Her2/neu positivas tenian altos niveles de expresion del TRAIL-R1 y TRAIL-
R2 (21). Un estudio reciente ha demostrado que varias lineas celulares de
cancer de mama humanas con caracteristicas metastasicas, son sensibles a
la apoptosis mediada por TRAIL-R2 (22). Ademas, se ha demostrado que el
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tratamiento de estas lineas con lexatumubab, anticuerpo anti-TRAIL-R2 que
activa la apoptosis, reduce in vivo las MTs, principalmente las de pulmon (23).
Por lo tanto, la identificacion de la expresion del receptor de muerte TRAIL-
R2, podria ser una herramienta prometedora como blanco terapéutico en las
células metastasicas y de esta manera ayudar a disminuir las MTs en las PCM.

La expresion de M-CSF también podria ayudar al desarrollo de futu-
ras MTsO por favorecer la formacion de preosteoclastos (20). Y ademas,
la liberacién del M-CSF por parte de las CEpTM favorece la quimiotaxis de
monocitos al tumor primario, los cuales se transforman en TAM y los mismos
liberan EGF que se une al EGF-R (Her2/neu) de la CEpTM, favoreciendo
su proliferacion y expresion de CXCR4. A su vez, la union del ligando SDF-
1 (posiblemente liberado por los TAF y/o MSC del MT y por las CEpTM) a
CXCR4, induciria la migracion de las CEpTM fundamentalmente a hueso,
aunque también a higado y/o pulmén (11,24,25). Entonces, la deteccion de
expresion del M-CSF conjuntamente con HER2/neu en las CEpTM podria
acelerar la aparicion de MTsO en estas PCM.

Por lo tanto, ya que los parametros de prondstico clasicos evaluados en
nuestro trabajo: edad, tamafio tumoral, grado histolégico, RE y RP y Her2/
neu, no siempre predicen adecuadamente la evolucién clinica de la PCM y su
respuesta al tratamiento adyuvante, nos surgio6 la necesidad de estudiar otros
factores (OPG, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANKL,
RANK, SDF-1, CXCR4, IL-6, IL-6R, M-CSF y CD115) implicados en la regu-
lacion de la proliferacion, sobrevida, migracion y futuras MTsO de las CEpTM
durante la progresion del tumor de mama. El estudio de estos factores sobre
las CEpTM, con su asociacion con los parametros de prondstico clasicos en las
biopsias de los tumores de las PCM, permitira obtener informacién del compor-
tamiento del tumor y orientar al Oncélogo y Patdlogo-Mamario en la terapéutica
a implementar. Finalmente, la identificacién de nuevos marcadores implicados
en la proliferacion, sobrevida, migracion y futuras MTsO (al favorecerse la for-
macion de preosteoclastos por la liberacién de RANKL, IL-6 y M-CSF, entre
otos), permitira reducir la mortalidad al identificar a las mujeres con riesgo 6seo,
predecir el prondstico y evaluar posibles respuestas a diferentes terapias.

ABSTRACT

While breast cancer (BC) is the major cause of death among women
worldwide, there is no guarantee of better patient survival because many of
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these patients develop primarily metastases, despite efforts to detect them
in their early stages. The classic parameters (age, ER, PR, Her2/neu, tumor
size and histological grade) have strong prognostic and predictive values but
are not enough to prevent BC patients (BCP) from developing metastasis.
Our objective has been to evaluate simultaneously the expression of non-
classical parameter (OPG, TRAIL, RANKL, SDF-1, IL-6, M-CSF, and their
receptors) in breast epithelial cells (BEpC) related to BC progression and
metastasis with the classic parameters in BCP.
Material and methods

Primary breast tumor from 20 BCP with infiltrative ductal carcinoma in
early stage (I-1l) and 10 non-neoplastic breast tissues (controls) were eva-
luated by immunohistochemistry. Fisher’'s Exact Test was used to analyze
associations between both groups. Kappa coefficients and Mann-Whitney
test were used to evaluate association between non-classical and classical
parameters in BCP (p<0.05).
Results

TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, IL-6, CXCR4 and SDF-1 expression have
a significant higher prevalence in BCP than controls (p=0.0002, p=0.0003,
p=0.0239, p=0.0087, p=0.0019 and p=0.0403, respectively). Moreover, 65%
of BC samples (3/19) that expressed TRAIL-R2 was associated with major
age (p=0.0451) and TRAIL-R1, TRAIL-R2 and M-CSF expression was asso-
ciated with HER2 [-0.253(-0.445;-0.061); 0.354(0.036;0.672) and -0.354(-
0.578;-0.129), respectively] in BCP. No association was found between the
rest of non-classical and classical parameters.
Discussion

The major expression of TRAIL-R3 and TRAIL-R4 in BC cells could pro-
duce the TRAIL resistance, suggesting an anti-apoptotic effect. RANK and
CXCR4 expression in BC cells allow their migration from the primary tumor
to bone marrow/bone by action of RANKL and SDF-1 released by stromal
cells and/or them. TRAIL-R1/R2 and M-CSF expression were associated
with Her2/neu. The simultaneous expression of M-CSF and Her2/neu could
increase the occurrence of metastasis in BCP. Since these ligands and their
receptors are implicated in the regulation of proliferation, survival, migration
and future bone metastasis during breast tumor progression, simultaneous
assessment of non-classic and classic parameters in BCP could be useful in
identifying patients with more aggressive tumors that are also at risk of bone
metastasis, which may thus improve the available options for therapeutic
intervention.
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CARACTERIZACION GENETICA DE POBLACIONES
PARASITARIAS NATURALES IMPLICADAS EN LA
MIOCARDIOPATIA CHAGASICA.

Raul Horacio Lucero, Daniel O. Hernandez, Bettina L. Brusés, Laura B.
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Area de Biologia Molecular del Instituto de Medicina Regional- Universidad
Nacional del Nordeste.

INTRODUCCION:

La Enfermedad de Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi,
es un problema serio de salud que se estima afecta a ocho millones de per-
sonas infectadas y 64 millones en riesgo de infeccion a lo largo de 21 pai-
ses de América Latina. Aproximadamente entre el 25-30% de las personas
infectadas desarrollaran una Enfermedad de Chagas Crdnica relacionado a
un dafio cardiaco y/o un megasindrome digestivo. Factores tales como mal-
nutricion, cepa parasitaria, y riesgo de reinfecciones, han sido relacionados
con el pleomorfismo clinico y la evolucién hacia un dafio cardiaco irreversible.
(Storino et al, Rev Saude Publica 2002)

La infeccion afecta mayormente a las poblaciones rurales, aisladas
geograficamente y con condiciones precarias habitacionales. Tales son las
condiciones de la mayoria de los grupos aborigenes de la zona Noreste de
Argentina donde conviven las etnias Wichi, Qom, Mocovi y Pilaga.

El objetivo de este estudio fué caracterizar genéticamente los aislados
de T. cruzi en poblaciones de aborigenes por medio de métodos moleculares
incluyendo la cuantificacion de las cargas parasitarias y la identificacion de
las diferentes Unidades Discretas de Tipificacion (UDTs) como también ana-
lizar la existencia de asosiaciones de estos datos con las manifestaciones
clinicas.

MATERIALES Y METODOS
Se estudiaron 494 individuos aborigenes de entre 1 a 78 afios de edad.
Todos ellos pertenecientes a localidades altamente endémicas para la Enfer-

medad de Chagas de las Provincias de Chaco y Formosa. A todos se les
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extrajo sangre para estudios serologicos especificos para T. cruzi y PCR con
primers kinetoplastidicos (amplicon 330pb).

Todos los individuos seropositivos fueron estudiados mediante estudios
de PCR para la deteccion de ADN kinetoplastidico del parasite (Avila et al,
1989).

De manera de controlar la especificidad de la PCR, se estudiaron en
paralelo un lote de 10 individuos seronegativos por cada localidad seleccio-
nada.

Posteriormente todas las muestras PCR positivas fueron estudiadas
mediante PCR en Tiempo Real (QPCR) mediante una reacciéon basada en
la tecnologia TagMan (Duffy et al 2012). 5 uls de DNA fueron sometidos a la
amplificacion en presencia de FastStart Universal Probe Master Mix. (Roche
Diagnostics GmbHCorp, Mannheim, Germany) usando primers cruzi 1, cruzi
2y TagMan probe cruzi 3, marcado con FAM.

La amplificacion fué llevada a cabo en un Rotor-Gene 6000 (Corbett,
UK).

La identificacién de las Unidades Discretas de Tipificacion (UDTs) fué
llevada a cabo en todas las muestras kDNA positivas usando las estrategias
dirigidas a marcadores genodmicos nucleares como fuera reportado por Bur-
gos et al. (2007).

Luego 10 uls de producto de kDNA-PCR fueron corridos en Gel de
Agarosa de bajo punto de fusion al 1,5% y tefiido con Bromuro de etidio.
La banda correspondiente a 330pb fué cortada y diluida en agua destilada
1:10. Posteriormente 3 uls de la dilucion fueron usados como templado para
una reaccion de PCR en condiciones de baja astringencia y con un solo
primer: LSSP-PCR (Vago et al, 1996). El analisis de las bandas fué reali-
zado usando un sistema de documentacion y analisis de imagenes (Uvitec.
Cambridge, UK)

Un marcador de peso molecular fué usado como estandar de referencia
para corregir las variaciones en las migraciones entre los diferentes geles.

El tamafio de los fragmentos fué calculado usando UVlsoft analysis
software. Se construy6 una matrizde 0 y 1 en base a la ausencia o presen-
cia de bandas y finalmente el analisis de la distancia genetica se realizé
utilizando los programas Free Tree and TreeView con la opcion Neighbour-
Joining
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RESULTADOS
Los pacientes con compromiso cardiaco, presentaron una alta positivi-
dad de kDNA-PCR (Chi2: 46,22, p < 0.05). (Figura 1)

Figura 1
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La mayoria de las muestras Genotipificadas fueron clasificadas como
de los grupos Tc V, or Tc lI/V/VI (Figure 2). Ademas un caso de la localidad
de “Las Hacheras” fué clasificada como grupo Tc II/VI. No fueron detectados
Trypanosoma cruzi de los grupos |, lll and IV. (Figura 2)

Figura 2
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No se demostré asociacion entre compromiso cardiaco y algun UDTs en
particular

La técnica de Multiplex Real Time PCR permitié la cuantificacion de
los casos KDNA PCR positivos. Las cargas parasitarias fueron significativa-
mente mayor en los grupos de cardidpatas segun la clasificacion de Kuschnir
(grupos 1, 2y 3) 0229.(Figura 3)

Figura 3

Se constato una alta seroprevalencia en la mayoria de las localidades
estudiadas. y particularmente en aquellas mas aisladas geograficamente de
los centros urbanos tales como Colonia Aborigen, Miraflores, Las Hacheras
y Nueva Pompeya (Tabla 1). Una excepcion fué la comunidad Qom del barrio
Mapic muy préoximo a la capital de la provincial.
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Tabla 1
Sub- Ethary Groups Age | Seropositive cases | PCR positive cases
Locality / ethnia . (years) N (%) N (%)

Jects Pediatric/ Adults Pediatric/ Adults Pediatric/ Adults
E. del Campo/ Pilagas 53 15-67 25 (47,2) 9 (36)
El Potrillo/ Qom 22 6-59 6 (27,3) 2(33)
Mapic/ Qom 108 1-60 4(3,7) 2(50)
Cnia. Aborigen/ Qom 35 1-55 19 (54,3) 15 (79)*
V. Berthet/ Mocovi 115 1-62 52 (45,2) 18 (34,6)
Miraflores/ Qom-Wichi 46 17-78 24 (52,2) 14 (58,3)
Las Hacheras/ Qom 60 20-76 34 (56,7) 22 (64,7)
Nueva Pompeya/ Wichi 55 28-60 30 (54,5) 10 (33.3)
Total 494 194 (39,3) 92(47,4)

DISCUSION

Las provincias de Chaco y Formosa, en el noreste argentino, como tam-
bién las regiones del sudoeste de Paraguay y sudeste de Bolivia, son carac-
terizadas como areas con transmision vectorial comfirmada por la persisten-
te notificacion de casos de Enfermedad de Chagas Agudo. En un reporte de
Panamerican Health Association (PAHO, 2008), la regién del Gran Chaco
Americano es caracterizada como un area donde el impacto de las acciones
de control de infestacion son contrarrestadas por las caracteristicas eco-epi-
demioldgicas. La enorme extension territorial, junto con la inaccesibilidad y
la baja densidad poblacional, hacen muy dificil cualquier tarea sostenida en
ese sentido.

Ademas el control de la transmision sostenible a largo plazo es factible
a través de estrategias integradas y multifacéticas (Girtler et al. 2007). Los
programas de control del vector deben ser reforzados en varias dimensiones
(staff, vehiculos, etc) y deben ser provistos con tecnologia de recoleccion
de informacién y entrenamiento en el manejo de analisis e interpretacion de
datos. (Gurtler, 2009).

Por otro lado, el mejoramiento de las viviendas rurales deberia proveer
a sus habitantes domicilios menos suceptibles a la colonizacién por triatomi-
neos como es el caso del Barrio Mapic aqui estudiado.
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Distribucion de las Unidades de Tipificacion Discreta de Trypanosoma
cruzi:

Nuestros hallazgos en poblacién originaria, son coincidentes con repor-
tes de poblacion general infectada en la region de América del Sur.

Ademas, Tc V fué reportado en Argentina, Bolivia y Paraguay, mientras
que Tc VI fué también reportado en el Gran Chaco ([Chapman et al., 1984],
[Zingales et al., 1999], [Breniére et al., 2002], [Diosque et al., 2003], [Higo et
al., 2004], [Coronado et al., 2006], [Burgos et al., 2007], [Cardinal et al., 2008],
[Carranza et al., 2009] and [Del Puerto et al., 2010]; Cura et al., 2012). Tc Il ha
sido rara vez reportado en Argentina y predomina en la zona central y este de
Brasil (Zingales et al, 2012), se podria presumir entonces que las poblaciones
de parasitos Tc IlI/VI de pacientes de la comunidad Wichi de Las Hacheras
corresponden a Tc VI.

Tc 'y Te lll, fueron anteriormente descriptos en el ciclo doméstico del Norte
de Argentina, y no fueron detectados en nuestro lote de pacientes, aunque T. c |
ha sido previamente identificado en pacientes de la region del Gran Chaco (Bur-
gos etal., 2010; Cura et al, 2012;; Diosque et al,2003). Vale la pena destacar que
ademas Tcl esta mas relacionado a la enfermedad humana en las regiones de
Amazonia, y region Andina, en América Central y México (Bosseno et al., 2002],
Montilla et al., 2002], Afez et al., 2004], Higo et al., 2004] , Sanchez-Guillén et
al., 2006]). Hallazgos recientes en pacientes cronicos de Argentina, quienes
sufrieron reactivacion Chagasica debido a transplantes cardiacos, permitieron
identificar cepas de Tc |, detectadas s6lo después de la terapia inmunosupre-
sora, mientras que éstas mismas muestras antes del transplante habian sido
kDNA PCR negativas (Burgos et al, 2010). Esto sugeriria que éstas cepas Tc
| podrian circular a bajas cargas parasitarias probablemente relacionado a su
alto tropismo tisular cardiac. En este contexto, Tc | podria estar presente entre
nuestros pacientes con hallazgos kDNA PCR negatives.

Cargas Parasitarias:

El mayor hallazgo del presente estudio es la correlacion demostrada
entre los diferentes Grupos Kuscnir y los valores de cargas parasitarias como
también con la positividad de kDNA-PCR.

Es valido especular entonces que las altas cargas parasitarias y conse-
cuentemente las altas tasas de positividad de PCR, estan relacionadas con
un alto riesgo de reinfecciones. Esto a su vez esta soportado por los por-
centajes de infeccion registrados en los ejemplares de Triatomas infestans
capturados que fué de 64% (n:328).
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Estas evidencias revelan una seria situacion de endemicidad de la infec-
cion por T. cruzi en las regiones estudiadas y altas prevalencias entre pobla-
ciones originarias.

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi infection was addressed in 494 individuals from abo-
riginal communities of eight localities in Northeastern Argentina, belonging to
the ethnias Qom, Wichi, Mocoit and Pilaga. Seroprevalences of Trypanosoma
cruzi infection ranged from 3.7 to 56.7% in the different localities, being par-
ticularly higher in those communities more isolated from urban centers.

Polymerase chain reaction allowed bloodstream amplification of para-
sitic minicircle DNA (kDNA) in 46.5% of 194 seropositive cases. Parasitic
loads measured by TagMan-based Real Time PCR was significantly higher
in Chagasic Cardiopathic Group (Kuschnir Groups 1-2-3) than Asymptomatic
Group (Kuschnir 0) p:.0229

Parasite discrete typing units were directly identified in 86.5% of 89
kDNA-PCR positive blood samples using an algorithm based on the amplifi-
cation of nuclear markers, being Tc V the prevailing genotype, in accordance
with DTU distribution in the general T.cruzi infected population from Northern
Argentina. It was noteworthy to detect an association between Kdna pcr posi-
tivity, parasitic load and cardiac involvement. Our findings reveal a serious
situation related to the high endemicity of T.cruzi infection in this area of the
Gran Chaco Region, with persistent infection among aboriginal populations
and suggest that severity of cardiac involvement is related to the possibility of
persistent risk of re-infections.

Keywords: Chagas heart disease, Trypanosoma cruzi, Real time PCR,
Discrete typing unit, Indigenous groups
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INTRODUCCION

La importancia de Helicobacter pylori en las enfermedades gastroduo-
denales no fue entendida sino hasta que esta bacteria se descubrié acciden-
talmente por la incubacién prolongada de un cultivo puro de una biopsia de la
mucosa gastrica por Barry J. Marshall y J. Robin Warren, en 1983.1

H. pylori es una la bacteria patégena que infecta el estémago, por lo
que es reconocida como el agente causal de la gastritis crénica activa, es
el principal factor de riesgo para desarrollo de Ulcera gastrica y duodenal y
esta relacionada con el desarrollo de cancer gastrico.’ La prevalencia de la
infeccion por H. pylori presenta una distribucion diferente en el ambito mun-
dial, llegando hasta 50% en los paises desarrollados y mas de 80% en los
paises en vias de desarrollo. En paises en desarrollo H. pylori se adquiere
principalmente en la infancia antes de los diez afios, por lo que el 80% de
la poblacion adulta se encuentra infectada por esta bacteria. Los cambios
inflamatorios asociados a la infeccion con H.pylori progresan durante toda la
vida del individuo. Sin embargo, la manifestacion de enfermedad casi siem-
pre se presenta en la edad adulta.2La alta prevalencia de la infeccion a nivel
mundial ha estimulado el desarrollo de varios métodos para el diagndstico de
la infeccion de Helicobacter pylori3. La biopsia es util para hacer improntas
tefiidas con el fin de buscar a la bacteria, los cortes histoldgicos apoyan al
diagnostico anatomopatolégico3. La zona de eleccién sugerida para la toma
de biopsia gastrica es la zona del antro tomada mediante panendoscopia. Su
cultivo es dificil dadas las condiciones nutricionales exigentes; sin embargo,
es indispensable la recuperacion de la bacteria porque confirma el diagnoés-
tico y permite realizar las pruebas de identificacion, genotipificacién, ensa-
yos de susceptibilidad a antimicrobianos, determinar factores de virulencia

[237]



238 Anales 2010-2012

y diversidad genética a partir de las bacterias recuperadas de la muestra,
esto permite hacer estudios de reinfecciones y recurrencias de la infeccions3.
El cultivo de aislamientos clinicos de H. pylori es un procedimiento largo y
costoso ya que, se requiere de biopsias frescas de mucosa gastrica. Esto ha
motivado la busqueda de métodos alternativos que permitan la caracteriza-
cion de factores de virulencia con la posibilidad de llevar a cabo, la tipificacion
de un gran numero de cepas con fines epidemioldgicos3. La infeccion por H.
pylori en el huésped desarrolla una respuesta inmune que es inefectiva para
eliminar a la bacteria, pero juega un papel fundamental en la evolucion de
la infeccidn hacia las distintas formas clinicas que son tan variadas como la
gastritis superficial leve, Ulcera duodenal o cancer gastricos.

En la evolucion de la infeccion influyen factores de la bacteria, del hos-
pedero y ambientales; 60-80% de las cepas de H. pylori tienen el gen cagA
que se encuentra en una isla de patogenicidad llamada cag PAI. La proteina
Cag A es considerada como un marcador de patogenicidad, ya que su pre-
sencia se relaciona con el desarrollo de ulcera péptica y cancer gastrico4.
A pesar de su importancia en la evolucion de la infeccion por H. pylori, muy
pocos estudios han evaluado la respuesta inmune a los factores de virulen-
cia como CagA y ureasa en nifios y adultos infectados con el bacilo3. En un
estudio donde se estudiaron sueros de 645 pacientes, incluyendo 352 nifios
y 293 adultos. La infeccion por H. pylori se detectoé por serologia en 130 nifios
(36.9%); entre los infectados, 61 (46.9%) tenian anticuerpos IgG contra CagA
y 21 (16.2%) tenian anticuerpos contra ureasa. Entre los adultos, 261 (89.1%)
de 293 estaban infectados con el bacilo: de éstos, 206 (78.9%) tenian anti-
cuerpos contra CagAy 154 (59%) tenian anticuerpos contra ureasa. La mag-
nitud de la respuesta de IgG a CagA y ureasa fue diferente en los nifios que
en los adultos estudiados. Los adultos mostraron una respuesta anti-CagA
significativamente mayor y hubo una respuesta de IgG a ureasa significati-
vamente menor que en los adultos. La cinética de la respuesta serologica a
CagA y ureasa a través de la edad fue estadisticamente significativa entre
ambos gruposs.

Multiples genes que estan contenidos en la isla cag PAI, parecen estar
involucrados en estimular la respuesta epitelial de IL-8 después de la adhe-
sion de H. pylori4. H. pylori muestra diversidad genética, atribuida a la deriva
génica y a la transferencia horizontal de genes. Durante el largo tiempo de
colonizacién puede haber infeccion por poblaciones bacterianas genética y
fenotipicamente heterogéneas. Hay secuencias Unicas que son producto de
frecuencias de recombinacion elevadas, en ausencia de mecanismos efecti-
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vos para seleccionar a la poblacion de cepas recombinantes. H. pylori pre-
senta poblacion panmitica en equilibrio que se selecciona y exhibe cambios
entre aislados clinicos, que se producen por la recombinacion e intercambio
horizontal de genes. Las infecciones mixtas pueden ser solo transitorias, con
multiples cepas de H. pylori, con intercambios genéticos frecuentess. La
diversidad de secuencias en H. pylori puede reflejar una alta tasa de mutacio-
nes debido posiblemente a “fenotipos mutadores” causados por baja activi-
dad o falta de genes involucrados en la reparacion de DNA, como se ha
observado en otras especies. La naturaleza no clonal de H. pylori favorece
que los distintos aislados puedan ser identificados usando técnicas de “huella
genética” de DNAGS. En infeccion cronica hay transferencia horizontal de
genes; estos eventos en H. pylorirevelan que aunque su huella genética pue-
de ser semejante a la cepa que se adquirié en la infancia, tienen acumulada
mucha variabilidad genética que puede ser detectada empleando técnicas de
diversidadé. La técnica de RAPD-PCR puede distinguir entre cepas de dife-
rentes individuos, asi como entre cepas del mismo pacienteé. Las cepas con
genes vacA cagA y babA se usan para definir los polimorfismos, tienen una
distribucion geografica particular y presentan huellas genéticas que distin-
guen a las cepas de H. pylori en “Asiaticas” y “No asiaticas”. La separacion
geografica puede ser el resultado de polimorfismos de genes asociados a
virulencia y la fijacion de mutaciones en distintas areas®.”. Cepas de H. pylori
aisladas de pacientes de México, dieron un mayor porcentaje de polimorfis-
mo en los tres genes asociados a virulencia, cagA, babA'y oipA que el obser-
vado en otras cepas de origen occidental. La caracterizacidon molecular de
Helicobacter pylori como una medida preventiva para el desarrollo de cancer
gastrico.H. pylori constituye un importante problema de salud publica, en la
ultima década, se han desarrollado técnicas moleculares de valor diagnosti-
co y epidemioldgico, que han permitido implementar mejores terapias de
erradicacioén, asi como conocer mejor a la bacteria. Esto llevo a muchos
investigadores a estudiar los aspectos genéticos de la isla de patogenicidad
cagA+ (cag PAI) de H. pylori que es uno de los factores de virulencia mas
importantes de este microorganismo. cag PAI contribuye a producir inflama-
cion y dafo de la mucosa gastrica, al inducir la secrecion de IL-8, ademas
tiene la caracteristica de experimentar inserciones, eliminaciones y rearre-
glos genéticos que han llevado a la generacion de cepas de H. pylori con
diferentes grados de virulencia, que determinan el grado de deterioro del epi-
telio gastrico y como consecuencia, la evolucion de la infeccién.La técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) esta siendo utilizada como un



240 Anales 2010-2012

método de diagnostico para la tipificacion del gen vacA y para determinar la
presencia del gen cagA.vacA y babA2 de cepas de H. pylori a partir de biop-
sias gastricas’. En Brasil, Gatti y col estudiaron a 121 nifios buscando esta-
blecer alguna relacion entre la presencia de la infeccion por el genotipo cagA
de Helicobacter pylori y el grado de infiltracion inflamatoria en la mucosa
gastrica. Del total de nifios evaluados, el 47% (n=57) presento infeccién por
Helicobacter pylori, 29 presentaron gastritis cronica y 28 una mucosa gastri-
ca normal al examen histopatoldgico. La presencia del genotipo cagA fue
mayor en los pacientes con gastritis cronica (69%) que en los pacientes con
mucosa gastrica normal (64%), demostrando la fuerte asociacion existente
entre el genotipo cagA y el grado de respuesta inflamatoria en la mucosa
gastricas. Martins y col analizaron la expresion de los genes cagA y vacA de
Helicobacter pylori en 129 pacientes (69 con gastritis y 60 con enfermedad
Ulceropéptica) y su correlacion histopatoldgica. El genotipo vacA fue obser-
vado en el 96.6% de los casos infectados con Helicobacter pylori, siendo el
alelo sTm1 el mas prevalente. El gentotipo cagA fue detectado en el 78% de
los pacientes infectados con Helicobacter pylori y su expresion estuvo aso-
ciada con el genotipo vacA s1m1. Las cepas cagA +/ vacA + s1m1 fueron
asociadas con un incremento en el riesgo de enfermedad ulcero-péptica,
mayor infiltracién linfocitica y neutrofilica en la mucosa gastrica y mayor pre-
sencia de metaplasia intestinal.8 Leite y col evaluaron mediante la técnica de
PCR la expresion del genotipo cagA de Helicobacter pylori y su relacion con
los hallazgos histopatolégicos, asi como también el grado de apoptosis y
proliferacion celular en 164 muestras de biopsias gastricas. Se detecté la
presencia de la bacteria en 67.7% de las muestras, observandose una rela-
cion entre la presencia de la bacteria y el diagnostico de gastritis moderada o
severa, Ulcera y linfoma tipo MALT. La expresién del genotipo cagA fue aso-
ciada con un riesgo relativo mayor (8.8) de presentar patologia gastrica seve-
ra, incluyendo enfermedad Ulcero-péptica, adenocarcinoma gastrico o linfo-
ma tipo MALT. También hubo correlacion entre la expresion de este genotipo
y la tasa de proliferacion y apoptosis en el tejido gastrico de los pacientes
infectados®. Thomazini y col valoraron mediante la técnica de PCR la fre-
cuencia de expresion de los gentopios cagA y vacA de la bacteria Helicobac-
ter pylori en 42 pacientes con cancer gastrico. En el 95% de los pacientes se
demostroé la presencia de la bacteria, de los cuales el 54.7% presentaron el
genotipo cagA. Los diferentes alelos del genotipo vacA mostraron estas fre-
cuencias: s1 57.1%; m1 61.9%; s2 9.5% y m2 7.1%. Estos resultados confir-
man la importancia de la expresién de ambos genotipos del Helicobacter
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pylori en la patogénesis de lesiones gastricas significativas como el cancer
gastrico’0.En Chile, Araya y col investigaron la relacién entre la prevalencia
de los genotipos bacterianos cagA, vacA e iceA del Helicobacter pylori y su
relacidn con la forma e intensidad de la gastritis en poblacién adulta portado-
ra de patologia gastrica benigna. De 64 casos estudiados, en 53 se demostro
la infeccion por Helicobacter pylori. En estos pacientes, la presencia del
genotipo cagA o los alelos sTm1 y s2m2 del genotipo vacA se correlacioné
directamente con la severidad del dafio epitelial y la infiltracion con polimor-
fonucleares. El alelo s2m2 del genotipo vacA fue asociado a dafio leve o
ausente de la mucosa gastrica. Por otro lado, no se encontré asociacién entre
el genotipoice y las caracteristicas patoldgicas de la gastritis'0. En Colombia,
Quiroga y col investigaron la frecuencia de los genotipos cagA, vacA, babA2,
oipA 'y cagE de Helicobacter pylori en 166 pacientes con enfermedad gastro-
duodenal (50 con ulcera péptica, 39 con gastritis cronica no atréfica, 26 con
gastritis crénica atréfica, 26 con metaplasia intestinal y 25 con adenocarcino-
ma gastrico) buscando la presencia de alguna relacién entre los diferentes
genotipos mencionados y las diferentes consecuencias clinicas de la infec-
cidon. Se observé una mayor frecuencia de cepas citotoxicas (vacAs1im1/
cagA+t/cagE+) en pacientes con cancer (84%), metaplasia (91%) y ulcera
(81%) en comparacioén con pacientes con gastritis no atréfica (50%). Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de los geno-
tipos oipA y babA2, y las diferentes enfermedades gastroduodenales, por lo
que no hubo evidencia de que los gentotipos babA2 y oipA puedan servir
como marcadores de ulcerogénesis o carcinogénesis en esta poblacion estu-
diada™.En Peru, Guerrero Alva y col evaluaron la asociacion entre la expre-
sion de proteinas celulares asociadas a carcinogénesis (P53, Bcl-2, PCNA) y
la presencia de Helicobacter pylori con el grado histoloégico de la neoplasia
gastrica. Evaluaron 83 biopsias gastricas: 48 carcinomas de células en anillo
de sello (Cde CAS), 21 adenocarcinomas tubulares y papilares (ATP), 5 dis-
plasias y 9 gastritis, observando las siguientes frecuencias: P53 (94% en Cde
CAS, 95% en ATP, 40% en displasias, 100% en gastritis); Bcl2 (48% en C de
CAS, 71% en ATP, 80% en displasias, 100% en gastritis); PCNA (46% en C de
CAS, 22% en gastritis), Helicobacter pylori (42% en C de CAS, 43% en ATP,
20% en displasias, 100% en gastritis). EI Helicobacter pylori, detectado
mayormente en gastritis, pareceria jugar su rol mas importante en los pasos
iniciales de la inflamacion crénica de la mucosat!.

En este trabajo concordamos con otros autores, en el sentido de que los
estudios de genotipificacion son importantes?”. El principal objetivo de este
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estudio, consistié en identificar a los elementos genéticos que convierten a
H. pylori en un agente carcinogénico mediante la tipificacion de cepas de H.
pylori aisladas de pacientes con patologia gastrointestinal; con la finalidad de
identificar un marcador temprano de dicha enfermedad que pueda ser utiliza-
do como método de diagndstico predictivo y preventivo.

OBJETIVOS

Objetivo general.
—Deteccidén molecular precoz de genotipos carcinogénicos de Helico-
bacter pylori en muestras de biopsias gastricas en poblacion pediatrica.

Objetivos especificos.

+Detectar la presencia de Helicobacter pylori en muestras de biopsias
gastricas en una poblacion pediatrica a través de la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

—Caracterizar y detectar por primera vez en esta Regién del pais los
genotipos especificos cagA, vacA, babA2 que presentan mayor potencial car-
cinogénico en nifos.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio.

Se realiz6 un estudio descriptivo prospectivo y transversal.
Poblaciéon y muestra.

Poblacioén:
Universo o poblacién objetivo;

El universo estuvo integrado por todos los pacientes dispépticos que
concurrieron al Servicio de Gastroenterologia del Hospital Pediatrico’Dr.
Avelino Castelan”, de Resistencia, Chaco.

Unidad de analisis, criterios de inclusion y exclusion;

La unidad de analisis estuvo conformada por aquellos pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion. La muestra estuvo formada por 62
pacientes pertenecientes al mencionado universo.
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Criterios de Inclusion:
Se seleccionaron todos los pacientes dispépticos con edades compren-
didas entre 1y 14 afos.

Criterios de Exclusion:
Se excluyeron del presente estudio aquellos pacientes que hubiesen
recibido antibidticos, inhibidores de los receptores H2 o antiacidos.

Poblacion accesible: Muestra. Seleccion y tamafo de la muestra. Analisis de
sesgos.

Pacientes accesible: Pacientes dispépticos que concurrieron al Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Pediatrico “Dr. Avelino Castelan”, de Resis-
tencia, Chaco.

La muestra estuvo formada por 62 pacientes pertenecientes al mencio-
nado universo.

El tamafio muestral se definid en base al niumero de pacientes dispépti-
cos atendidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital Pediatrico“Dr.
Avelino Castelan” durante el periodo de 2 afios (4000 aprox.) y la prevalencia
de H. pylori, hallada a través de trabajos previos y en la literatura.5.6.7

El tipo de muestreo sera no probabilistico del tipo intencional o por con-
veniencia, teniendo en cuenta en que solo seran seleccionados aquellos
pacientes que de acuerdo a la opinidn de los especialistas retnan los criterios
de inclusion

VARIABLES.

— Enladispepsia (variable independiente) fueron considerados los genoti-
pos de H. pylori como (variables dependientes).

— Enlas enfermedades gastrointestinales (variables independientes) fue-
ron considerados los genotipos de H. pylori como (variables dependien-
tes).

—  También se registraron como variables independientes: edad y sexo.

Se considerd dispepsia: al sintoma o conjunto de sintoma que tenga su
origen en la regién gastroduodenal siendo estos sintomas; la pesadez pos-
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tprandial y el dolor o ardor epigastrico, debiendo haber aparecido al menos 6
meses antes y estar activos durante 3 meses.

— Las gastropatias que se consideraron fueron todas aquellas enfermeda-
des gastricas que sean reconocidas como tales mediante la anatomia
patolégica.

— Las enfermedades gingivoperiodontales que se tuvieron en cuenta fue-
ron clasificadas como: Gastritis: a la inflamacién de la mucosa gastrica,
que en la gastroscopia se ve enrojecida, presentandose en diversas for-
mas. Ulcera péptica: Una ulcera es toda lesion de la piel o membrana
mucosa con forma crateriforme (forma de un crater, al perderse parte del
tejido) y con escasa o nula tendencia a la cicatrizacion.

Una Ulcera péptica es aquella que afecta la mucosa que recubre el esto-
mago o el duodeno (la primera parte del intestino delgado). Se clasifican en
ulceras gastricas y ulceras duodenales, estas ultimas son mucho mas fre-
cuentes. Las Ulceras pépticas pueden aparecer tanto en las mujeres como a
los hombres desde la infancia hasta edades avanzadas

Los genotipos de H. pylori que se tipificaron fueron: cag A, vac A, bab A.

Para medir las variables consideradas en este estudio se empleron las
siguientes escalas de medidas:

Escala nominal: Para sexo, tipo de patologia gastrica y tipo de enfer-
medad gastrintestinal y tipo de genotipos (asignando un niumero a cada
tipo.)

Escala de razén: Para tipo de patologia gastrica y tipo de enfermedad
gastroduodenal y tipo de genotipos (para determinar prevalencia en porcen-
tajes).

INSTRUMENTOS O TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

Estructura y disefio del instrumento:

Fichas Personales: Se confeccionaron las mismas en las que se des-
cribieron los datos filiatorios y se hizo hincapié en los habitos higiénicos, con-
diciones socio-econdmicas, patologias gastrointestinales, manifestaciones
clinicas, etc.
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Muestras de biopsia endoscépica gastrica:

— Identificacién y Extraccion de ADN: Las biopsias gastricas fueron mace-
radas y homogenizadas en buffer de extraccion a 55°c por 3 horas.
Luego se realizo la extraccion fendlica del ADN de H. pylori. EI ADN se
extrajo de acuerdo al método descrito por Mazurier y col, a partir de una
suspension en buffer, posteriormente se suspendié en agua destilada
estéril libre de nucleasas y se procesé de inmediato o se almacend a
-20°C hasta su uso.

—  Genotipificacion: de las cepas de H pylori por PCR simple para los genes
cagA, vacAy babA2. Las secuencias de los partidores y las condiciones
de amplificacion fueron las utilizadas previamente por Changy Cols. Los
productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1,7% (p/v) seguido de tinciéon con bromuro de etidio (0,5
pg/ml) y visualizacién mediante transiluminador UV.

Plan de analisis de los resultados

El andlisis los datos recolectados fueron realizados en el 9° y 10° meses
del primer afio de estudio. Luego de este analisis se realiz6 la devolucion de
los mismos a las autoridades y responsables del servicio de gastroenterolo-
gia y a partir de alli en los dos ultimos meses del proyecto se trabajé en la
difusion de la informacion y el disefio de las estrategias para trabajar sobre
dichos resultados con la finalidad de intervenir en la deteccion, tratamiento y
seguimiento de los casos.

Se aplicaron métodos e instrumentos y procedimientos de acuerdo al siguien-
te detalle:

Revisién de los datos obtenidos, elaboracién de una base de datos, tabula-
cion y representacion grafica.

Para las variables cualitativas se utilizé el porcentaje para la frecuencia de
medidas relativas. Para las medidas de tendencia central se utilizaron la

media, mediana y moda.

Para el estudio de asociacién entre variables cualitativas se aplico la técnica
de chi cuadrado fijandose el nivel de significancia estadistica en el 95%.

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el programa Epi Info V.6.0.
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RESULTADOS

La pesquisa de genes de virulencia en aislados clinicos de H pylori, en
poblacién pediatrica, constituye una herramienta importante para caracteri-
zar y detectar cepas especificas que presentan mayor potencial patogénico.
Del total de 62 pacientes pediatricos con patologias gastroduodenales, cuya
edad promedio fue de 6 afios (1 a 14 afos de edad), se detectd por biologia
molecular Helicobacter pylori en 17 muestras y del analisis de los amplicones
cagA, vacA, se detectod el gen cagA en 53% de los aislados clinicos anali-
zados (9/17), en tanto que el gen vacA se detecté en 70,60% (12/17) de las
muestras. No se hallé en nuestra poblacion el gen babA2, el cual codifica
para la proteina BabA, que se ha asociado con mayor adherencia y patolo-
gias mas severas. Por otra parte, se observé amplificacion simultanea de
los genes CagA y vacA en 9/17 aislados clinicos de las muestras de biopsia
gastrica, indicativo de la presencia de mas de un genotipo en la muestra de
biopsia del paciente.

DISCUSION

En nuestro trabajo de investigacion logro detectar los genotipos carcino-
génicos de Helicobacter pylori en muestras de biopsias gastricas en poblacion
infantil, estos genes estan asociados con patologias gastroduodenales seve-
ras’2.Es conocido que Helicobacter pylori es un patdbgeno gastrico que cronica-
mente infecta a mas de la mitad de todas las personas en todo el mundo. En los
paises en desarrollo, 70-90% de la poblacién lleva H. pylori; casi todos estos
adquieren la infeccidn antes de la edad de 10 afios?3. Coincidiendo estos datos
con nuestro hallazgo de H. pylori en nuestra poblacion infantil. Por lo tanto, H.
pylori en los paises en desarrollo pueden contribuir a la malnutricion infantil y
aumentar el riesgo o la gravedad de la infeccién por otros agentes patégenos
gastrointestinales’4. Muchos estudios de poblaciones de oriente y occidente
sefialan que los factores de virulencia de H pylori varian de acuerdo a la loca-
lidad geogréfica y a la edad del individuo's. Asi, se ha demostrado que los fac-
tores de virulencia difieren en las cepas obtenidas de diferentes poblaciones’s.
Las muestras de las biopsias gastricas incluidas en este estudio, tuvieron la
prevalencia del genotipo vacA, seguido por el genotipo cagA en los aislados
clinicos. Resultados similares se observaron en otros estudios realizados en
paises limitrofes?. No se hall6 el genotipo babA2, en nuestra poblacion.
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Los resultados obtenidos también muestran que se aislé un perfil
genético relacionado con cepas ulcerogénicas (cagA+, vacA) y con un per-
fil genético presente en cepas asociadas a metaplasia o adenocarcinoma
gastrico’; lo cual coincide con lo descripto por otros autores. Este estudio
de genotipificacién de cepas de H pylori en este grupo de pacientes han
mostrado que la presencia del gen cagA o de la vacA, no tendrian un valor
predictivo de riesgo de patologias gastricas severas. Sin embargo, cuando
la cepa presenta el genotipo cagA+/vacA, habria un mayor riesgo de desa-
rrollar enfermedad péptica ulcerosa’8, asi también lo describen otros auto-
res.Asi, los resultados presentados sugieren la existencia de un porcentaje
significativo de pacientes en esta regién del pais, con riesgo potencial de
adquirir enfermedad péptica ulcerosa en base a los genotipos de H pylori.
Por otra parte, la presencia del gen cagA o del gen vacA, se correlaciona
directamente con la infiltracion por neutroéfilos, con la severidad del dafio
epitelial, y se asocia en forma significativa con dafo ligero de la mucosa o
ausencia de dafo. Otros autores coinciden con estos hallazgos.

La no deteccion del gen babA2 en este estudio sugiere que babA2
podria ser un marcador Util para predecir riesgo de adquirir enfermedades
gastricas severas asociadas a H pylori'®, como se ha sefalado en la litera-
tura para algunos paises, ya que en nuestra poblacion, cagA y vacA por si
solos no se asociarian con dafio gastrico severo; tal como ocurre en otras
poblaciones20.

Finalmente, los resultados, en su conjunto, indican que las cepas de
H pylori aisladas en nuestros pacientes pediatricos con alguna patologia
gastroduodenal, tendrian un considerable potencial patogénico y debiera
incluirse en los estudios la deteccion por biologia molecular de los genoti-
pos de H.pylori en busca de cepas con mayor virulencia. La ausencia del
gen babA2 puede ser sugerente de su importancia como marcador espe-
cifico para cepas de mayor capacidad adherente y con mayor potencial
patogénico.

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
H. pylori: Helicobacter pylori.
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RESUMEN

Introduccion: La infeccidon con Helicobacter pylori (H. pylori) esta asocia-
da con el desarrollo de diferentes enfermedades gastroduodenales. Varios
genes de virulencia de H. pylori se han relacionado con mayor riesgo de
enfermedad gastrica. Los 3 principales factores de virulencia son la toxina
vacuolizante (VacA), el gen de la citotoxina asociada al producto (CagA) y la
proteina de adhesién (babA2).Debido a la diversidad geografica de preva-
lencia de H. pyloriy sus factores de virulencia, el objetivo de este trabajo fue
detectar uno de los genotipos de H. pylori en muestras de biopsia gastrica en
una poblacion pediatrica, a través de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Métodos: H. pylori fue identificado en muestras de biopsias gastricas por
PCR de pacientes con dispepsia y criterios de endoscopia gastrica. El gen
vacA fue detectado por PCR multiplex.

Resultados: Por biologia molecular H. pylori positivos fueron 17 (27,42%).
Las cepas de H. pylori que fueron positivos para el gen vacA 70,60% y para el
gen cagA el 53% de las muestras. No se hall6 el gen babA.

Conclusion: las cepas de H pylori aisladas en nuestros pacientes pedia-
tricos con patologia gastroduodenal, tendrian un considerable potencial pato-
génico y debiera incluirse en los estudios la deteccidn por biologia molecular
de los genotipos de H.pylori en busca de cepas con mayor virulencia. La
ausencia del gen babA2 puede ser sugerente de su importancia como mar-
cador especifico para cepas de mayor capacidad adherente y con mayor
potencial patogénico.

Palabras claves: Helicobacter pylori, genotipificacion, pediatrico.

ABSTRACT

Introduction: Infection with Helicobacter pylori (H. pylori) is associated
with the development of different gastrointestinal diseases. Several virulence
genes of H. pylori have been linked to increased risk of gastric disease. The
3 major virulence factors are toxin vacuolating (VacA), cytotoxin-associated
gene to the product (CagA) and protein adhesion (babA2). Due to the geo-
graphical diversity of prevalence of H. pylori and its virulence factors, the
objective of this study was to detect one of the genotypes of H. pylori in gastric
biopsies in a pediatric population, through chain reaction (PCR).
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Methods: H. pylori was identified in gastric biopsy specimens by PCR
in patients with dyspepsia and gastric endoscopy criteria. The vacA, cagA,
babA genes were detected by multiplex PCR.

Results: For molecular biology H. pylori positive were 17 (27.42%). Strains
of H. pylori were positive for the gene vacA 70.60% and for the cagA gene,
53% of the samples. There was not babA gene.

Conclusion: H pylori strains isolated in our pediatric patients with gastro-
duodenal pathology, would have a significant pathogenic potential and should
be included in studies by molecular detection of H. pylori genotypes for strains
with increased virulence. The absence of babA2 gene may be suggestive of
its importance as a specific marker for adherent strains higher capacity and
greater pathogenic potential.

Key words: Helicobacter pylori, genotypes, pediatrics
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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS PATOGENICOS EN
ENDOMETRIOSIS COMO BASES PARA HALLAR NUEVOS
ABORDAJES TERAPEUTICOS
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La endometriosis se define por la presencia de focos de tejido endo-
metrial fuera de la cavidad uterina. Afecta a aproximadamente un 10% de la
poblacion femenina en edad reproductiva, provocando dolor pélvico e infer-
tilidad'. Es sabido que la terapéutica que se les propone actualmente a las
pacientes con endometriosis no es del todo efectiva ya que la infertilidad
asociada a la patologia no siempre es revertida y ademas, son habituales los
casos de recidivas luego de la medicacién supresora o de la terapia quirurgi-
ca. Dada esta situacion, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas mas
eficientes, y que acarreen menos efectos colaterales, es constante.

En los ultimos afios se ha descripto una serie de mecanismos interrela-
cionados que actuan a nivel del endometrio eutdpico y ectdpico en pacientes
con endometriosis, y que finaliza con una produccion estrogénica local incre-
mentada. Existe un consenso generalizado sostenido por la contundencia de
los hallazgos experimentales que indican que en las lesiones endometriosi-
cas se observa una expresiony una actividad de aromatasa P450 aumentada,
lo que estaria causando una produccion local incrementada de estrogenos.
Asimismo, se conoce una demostrada interaccion entre aromatasa y la cas-
cada prostaglandinica en las lesiones endometridsicas; los estrogenos esti-
mulan la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2), y por lo tanto incrementan la produccion
de prostaglandina E2 (PGE?2), reconocido mediador del proceso inflamatorio2.

Los inhibidores de aromatasa (IAs) de ultima generacion son drogas
no esteroides con vida media relativamente corta y con efectos reversibles.
El efecto que se busca al administrar este tipo de compuestos es reducir
la produccién de estrégenos y, de esta manera, intentar inhibir la prolifera-
cion celular para lograr disminuir el tamano de las lesiones endometridsicas.
Como ya se conoce, los estrégenos estimulan la actividad de COX-2, y los
IAs inhibirian la produccion de PGE2 y ayudarian a combatir el dolor. Los
IAs que se encuentran actualmente en el mercado, son los llamados |As de

[251]
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tercera generacion3. Entre ellos los mas utilzados son: exemestane, letrozole
y anastrozole.

La posible aplicacion de estos compuestos en la terapéutica de la endo-
metriosis fue inicialmente descripta por Takayama y colaboradores4. Luego,
experimentos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la utiliza-
cioén tanto de anastrozole como de letrozole en cultivos de células epitelia-
les endometriales de pacientes con endometriosis aumentaban los niveles
de apoptosis y disminuian los de proliferacion celulars. Resultados similares
obtuvimos cuando utilizamos estos compuestos en el tratamiento de la endo-
metriosis inducida en un modelo de ratén; la proliferacion celular disminuyd,
el numero de células apoptéticas aumento en las lesiones endometridsicas
y los niveles de PGE en el liquido peritoneal de los ratones se vieron dismi-
nuidos®.

Por otro lado, COX-2 pertenece a la familia de las ciclooxigenasas, enzi-
mas responsables de la produccion de PG a partir de acido araquidénico
(AA). La enzima COX-2 es estimulada fisiologica y patolégicamente por fac-
tores de crecimiento y citoquinas e interviene en la sintesis de PGs”.

Las PGs son lipidos bioactivos que poseen multiples y variadas funcio-
nes (Figura 1). En biologia reproductiva se ha encontrado que participan en
la regulacién de la ovulacion, en la fisiologia endometrial y en el proceso de
menstruaciond. Se ha visto que en procesos patolégicos muchas veces la
expresion de COX-2 se encuentra aumentada, como en distintos tipos de
cancer, donde su alta expresion correlaciona con un mal prondstico para el
paciente. Por otro lado en otros procesos inflamatorios, como en adenomio-
sis y endometriosis, también su expresion se ha hallado incrementada (9-17).

De manera similar al hallazgo de la expresién aumentada de aromata-
sa en endometriosis, el descubrimiento de la sobreexpresion de la enzima
COX-2 en pacientes con la enfermedad respecto a mujeres controles, fue un
hecho sumamente importante. La presencia de estas dos enzimas claves en
la sintesis de estrogenos y de PGE? explica en gran parte el estado de activa
proliferacion de las lesiones endometridsicas y los fuertes dolores que expe-
rimentan las pacientes (12-15). Los altos niveles de PGs, no sdlo favorecen
la proliferacién celular estimulando la actividad de aromatasa con su consi-
guiente produccion de estrogenos, sino que ademas los mismos estrégenos,
aumentan la sintesis de PGE2 estimulando la actividad de COX-2 (76).
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Figura 1 Esquema de la sintesis de prostaglandinas y sus vias de sefializacién. El aci-
do araquidonico es el precursor de la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas. Cada
prostaglandina se une a un receptor de siete pasos transmembrana especifico y dispara
una cascada de sefiales caracteristica. LOX: lipoxigenasa; LTs: leucotrienos; COX-1/2:
ciclooxigenasa-1/2; PGI2: prostaciclina; PGIS: sintetasa de prostaciclina; TXAZ2: tromboxa-
no A2; TXS: sintetasa de TXA2; PGD2: prostaglandina D2; PGDS: sintetasa de PGD?;
PGEZ2: prostaglandina E2; PGES: sintetasa de PGE2; PGF2: prostaglandina F29; PGFS:
sintetasa de PGF2¢; IP, TPa/B, DP, EP1-EP4, FPa/B: receptores especificos de cada pros-
taglandina; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; Ca2*: calcio; IP3: inositol trifosfato.

PGE?2 ademas estimula la produccion del factor de crecimiento de endo-
telio vascular (VEGF) (17, 18), molécula central para la formacion de una red
vascular nueva en la lesion endometridsica (79) y capaz ademas de estimular
la expresion de COX-2 (20).

De esta forma, se establece un circulo de retroalimentacion positiva en
el que intervienen aromatasa, estrégenos, COX-2, PGE2 y VEGF; todos ellos
interrelacionados de manera tal que se activan y aumentan la produccion y/o
actividad de los otros, y estimulan la proliferacion celular, la angiogénesis, la
inflamacion y por consiguiente, el dolor.

Los antiinflamatorios no esteroides (AINEs) son una gran familia de dro-
gas que inhiben la actividad de las COXs disminuyendo la produccion de PGs
y, en consecuencia, el dolor. Son comunmente utilizados para el tratamiento
de todo tipo de dolencia. Asimismo se desarrollaron inhibidores especificos
de COX-2, que fueron llamados coxibs. Celecoxib pertenece a esta categoria
de AINEs que inhiben de manera selectiva a COX-2. Celecoxib no ha sido
aprobado aun para ser utilizado en el tratamiento de la endometriosis y no se
han realizado estudios que evallen su capacidad antiinflamatoria en mujeres
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que sufren la enfermedad. A nivel experimental, existen antecedentes en dis-
tintos modelos de cancer que advierten sobre sus efectos antiproliferativos,
antiangiogénicos y proapoptoticos (21, 22). Hoy en dia, celecoxib esta apro-
bado para el tratamiento de poliposis adenomatosa familiar y como adyuvan-
te en el tratamiento de cancer de mama (23-26).

En base a estos antecedentes se plantean los siguientes objetivos
generales:

Evaluar los efectos de celecoxib y anastrozole, por separado y combi-
nados, sobre el desarrollo de la endometriosis en un modelo experimental
en ratén.

Investigar el mecanismo de accion de la inhibicion del crecimiento endo-
metrial inducida por celecoxib y anastrozole en el modelo de endometriosis
desarrollado en raton.

METODOS

Cirugia para la induccion de la endometriosis

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 2 meses de edad. Los anima-
les se mantuvieron en jaulas ventiladas, teniendo acceso a agua y alimento
ad libitum en el bioterio del IBYME. A todos los animales se les realizo la
cirugia de induccion de endometriosis de acuerdo a lo descripto por nuestro
laboratorio en trabajos previos. Este modelo animal ha sido aceptado para
el estudio de la endometriosis en numerosos trabajos publicados (6, 27-30).

Tratamiento con celecoxib y anastrozole

Los ratones se dividieron en cuatro grupos experimentales de acuerdo
al tratamiento que recibieron: Control (150 pl solucion fisiolégica via intra-
peritoneal), Celecoxib (1500 ppm de alimento, Pfizer), Anastrozole (10 mg/
kg, via intraperitoneal, AstraZeneca) Celecoxib + Anastrozole (tratamiento
combinado). Todos los tratamientos se iniciaron en el dia 1 post-cirugia y se
continuaron durante 28 dias.

Evaluacion del tejido ectopico

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical luego de las 4
semanas de tratamiento. Se abri6 la cavidad abdominal, se conté el nUmero
de lesiones desarrolladas, se midieron los diametros mayor y menor de cada



Fundacién Alberto J. Roemmers 255

lesion con un calibre y se determinaron los radios mayor (R) y menor (r). El
tamanfo de la lesidn se calculé utilizando la siguiente férmula V=(4/3)p.r2.R
(37). Luego las lesiones fueron extraidas y fijadas en folmaldehido al 10%. El
tejido ectdpico fijado se embebid en parafina, se corté en secciones de 5 ym
de espesor y se tid con hematoxilina y eosina. Los cortes fueron examina-
dos para confirmar la presencia de endometriosis.

Evaluacién de la proliferacion celular, expresion de COX-2 y densidad
vascular en el tejido endometrial ectépico

La proliferacion celular y la densidad vascular se evaluaron por inmuno-
histoquimica en cortes de tejido ectdépico empleando un anticuerpo policlo-
nal anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology) y un anticuerpo monoclonal anti-
CD34 (Abcam) respectivamente. Asimismo se evalué la expresion de COX-2
con un anticuerpo anti-COX-2 (Santa Cruz Biotechnology).

La especificidad de la reaccidon se comprobd por incubacion de las sec-
ciones con suero no inmune como sustituto del anticuerpo primario y se rea-
lizo el control de isotipo. Los porta objetos fueron evaluados al microscopio
optico a 400X de magnificacion.

Las células positivas para PCNA se identificaron con un microscopio
optico de campo claro por la presencia de un precipitado nuclear marrén. La
cuantificacién de la proliferacién celular se realizé contando un minimo de
300 células epiteliales elegidas al azar y se calculé el porcentaje de células
en proliferacion sobre el total. Luego, los porcentajes se utilizaron para obte-
ner la media de cada grupo experimental.

Para el calculo del area vascularizada, se tomaron 10 fotografias por cor-
te y las mismas se analizaron con el programa ImageJ para calcular el area
vascularizada sobre el area total. El porcentaje de area positiva para CD34 se
determiné por campo y se promedié por animal. Todos los porcentajes fueron
utilizados para calcular la media del grupo experimental.

Evaluaciéon de la apoptosis en el tejido ectopico

Para la cuantificacién de la apoptosis, los cortes de tejido ectdpico se
sometieron a la técnica de marcacion del extremo libre con nucleétidos aco-
plados a digoxigenina por medio de la enzima transferasa de nucleotidos
(TdT-mediated dUTP Nick-End Labelling, TUNEL). Se utiliz6 el kit de detec-
cion de apoptosis Apoptag Plus (Chemicon International) que se fundamenta
en la localizacion y marcacion de los extremos 3’-OH que se generan por la
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fragmentacion del ADN en las células apoptoticas (32). Los controles positi-
vos fueron suministrados por el fabricante del kit. Los controles negativos se
obtuvieron sometiendo cortes de tejido a tratamiento idéntico a las muestras
a evaluar pero sin el agregado de la enzima TdT.

Los porta objetos fueron evaluados al microscopio éptico a 400X de
magnificacion, se evaluaron 300 células epiteliales elegidas al azar como
minimo y se cuantifico el porcentaje de células apoptéticas sobre el total.

Analisis estadistico

De acuerdo a la distribucion de los datos a comparar, el andlisis estadis-
tico de los resultados se realizé mediante el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido del test de multiples comparaciones de Dunn o mediante el
test de ANOVA de una via seguido del test de multiples comparaciones de
Bonferroni. Los resultados se expresaron como media + SEM. Se considera-
ron estadisticamente significativos solamente aquellos valores cuyo p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Celecoxib inhibe el establecimiento y crecimiento de las lesiones
endometridsicas en ratén

A partir de los resultados obtenidos in vitro (33), quisimos complementar
los estudios y evaluar el efecto de celecoxib sobre el desarrollo de la endo-
metriosis experimental en raton.

Por otro lado, resultados previos obtenidos en el laboratorio demostraron
un efecto beneficioso de los inhibidores de aromatasa sobre el crecimien-
to endometrial en cultivo y sobre el desarrollo de la endometriosis in vivo
(5, 6). Ademas, numerosos trabajos reportaron un efecto significativo de la
combinacion de inhibidores de aromatasa con inhibidores de COX-2 sobre
la inhibicion del crecimiento tumoral (34). En base a estos datos, quisimos
estudiar la accion de esa combinacion en nuestro modelo experimental de
endometriosis en raton.

Los resultados demostraron que el tratamiento con celecoxib adminis-
trado de manera individual disminuy6 de manera significativa el nimero de
lesiones desarrolladas por ratén comparado con el grupo Control (p<0,05) vy,
ademas, logré disminuir el crecimiento de las mismas. El tamafio promedio
alcanzado por las lesiones establecidas fue significativamente menor en el
grupo de ratones que recibio celecoxib (Figura 2, p<0,01 vs. Control).
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Figura 2 Efecto de celecoxib y anastrozole sobre el establecimiento y desarrollo de las
lesiones endometriésicas. Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de
la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento con vehiculo, celecoxib, anas-
trozole o ambas drogas simultaneamente los animales se sacrificaron y el nimero de
lesiones establecidas se contd y midio. (A) Celecoxib inhibe de manera significativa
el nimero de lesiones establecidas por ratén. (B) Celecoxib provoca una disminucion
significativa del tamafio de las lesiones. Los resultados se expresan como media +
SEM. *p<0,05; **p<0,01 vs. grupo Control. n = 9 (Control), n = 12 (Celecoxib), n = 8
(Anastrozole), n = 7 (Anas + Cele).

Celecoxib estimularia y anastrozole inhibiria la expresion de COX-2

Se evalud de manera cualitativa la expresion de la enzima COX-2 en las
lesiones endometridsicas desarrolladas en raton luego del tratamiento con el
inhibidor de su actividad y el inhibidor de aromatasa.

Se observo expresion de COX-2 en las lesiones endometridsicas luego
de todos los tratamientos aplicados. En todos los casos la expresién de COX-
2 fue mas alta en las células epiteliales que en las estromales (Figura 3).

Si bien no se realizd una evaluacion cuantitativa, los resultados de las
observaciones fueron claros en mostrar una disminucién de la expresién de
COX-2 en las lesiones endometridsicas provenientes de ratones tratados uni-
camente con anastrozole. Por otro lado, con el tratamiento combinado los
niveles de expresion de la enzima resultaron semejantes al de los ratones
controles, mientras que en los ratones tratados con celecoxib, la expresion
de COX-2 fue mas intensa que en los controles. Estos datos concuerdan con
trabajos previos donde observamos que la expresion de COX-2 es estimu-
lada por celecoxib en cultivos de CEE de pacientes con endometriosis (33).
Ademas, resultados similares habian sido previamente reportados por otros
autores en otros sistemas celulares (21, 35).
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Figura 3 Evaluacion de la expresion de COX-2 en las lesiones endometriésicas desa-
rrolladas en ratén. Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endo-
metriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento con vehiculo, celecoxib, anastrozole
o ambas drogas simultdneamente se evalu6 la expresién de la enzima COX-2 por
inmunohistoquimica. La expresion de la enzima es similar en las lesiones del grupo
con el tratamiento combinado y el control, estaria aumentada en el grupo tratado con
celecoxib y disminuiria luego del tratamiento con anastrozole. Micrografias represen-
tativas de lainmunomarcacion de COX-2. Grupo Control (i), grupo Celecoxib (ii), grupo
Anastrozole (iii), grupo Anas + Cele (iv). Recuadro: control negativo, suero no inmune.
Magnificacion x400. n = 5.

El desarrollo de las lesiones endometriésicas se ve afectado por el
tratamiento con el inhibidor de COX-2 y el inhibidor de aromatasa

Como puede verse en la Figura 4, los tratamientos con celecoxib y anas-
trozole por separado lograron disminuir de manera significativa la prolifera-
cion celular en las lesiones endometriésicas en comparacion con el grupo
control (p<0,05). Sin embargo, si bien se observa una tendencia hacia la dis-
minucion, no hemos podido demostrar una inhibicion estadisticamente signi-
ficativa de la proliferacion celular en las lesiones endometridsicas provocada
por el tratamiento combinado.

Ademas, complementariamente a los resultados de proliferacion celular
observados, el tratamiento con el inhibidor de COX-2 asi como el tratamiento
con el inhibidor de aromatasa administrados por separado, aumentaron de
manera significativa el numero de células en apoptosis dentro de la lesion
endometridsica comparado con las lesiones provenientes de los ratones con-
troles (Figura 4, p<0,05 para los grupos Celecoxib y Anastrozole). Por otro
lado, no observamos cambios en los niveles de apoptosis luego de la admi-
nistracion del tratamiento combinado.

Se evalud y cuantificd, también, la densidad vascular en las lesiones
endometridsicas a través del marcador endotelial CD34 (Figura 4). Solamen-
te el tratamiento con celecoxib de manera individual provoco una disminucion
del area positiva para este marcador, lo que se traduce en una menor vascu-
larizacién en las lesiones endometridsicas provenientes de ratones tratados
con el inhibidor de COX-2 (p<0,05 vs. grupo Control).
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Figura 4: Efecto de celecoxib y anastrozole sobre la proliferacion y muerte celular de
células epiteliales y sobre la densidad vascular en lesiones endometriésicas desarrolla-
das en ratén Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis.
Luego de 4 semanas de tratamiento se evalud: (A y B) proliferacion celular mediante
inmunohistoquimica de PCNA, (C y D) apoptosis mediante la técnicade TUNELy (Ey F)
la densidad vascular a través del marcador endotelial CD34. (A y C) Celecoxib y anas-
trozole administrados de manera independiente inhibieron de manera significativa la
proliferacion celular en las lesiones de ratén y aumentaron los niveles de apoptosis. (E)
Celecoxib de manera individual disminuy6 el area positiva para el marcador endotelial
CD34. Los resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05 vs. Control. (B, D y F)
Micrografias representativas de la inmunomarcacion de PCNA, TUNEL y CD34. Grupo
Control (i), grupo Celecoxib (ii), grupo Anastrozole (iii), grupo Anas + Cele (iv). Recuadro:
control negativo, (B y F) los cortes se incubaron con suero no inmune o (D) los cortes se
incubaron en ausencia de la enzima TdT. Magnificacién x400. n = 5.
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En conclusién, nuestros estudios previos y este nuevo trabajo confir-
man una indudable eficacia de anastrozole y de celecoxib como monotera-
pias sobre la inhibicion del desarrollo de la endometriosis experimental. Con
respecto a la combinacién de estas drogas, sabemos que este es el primer
estudio que investiga esta posibilidad en la terapéutica en la endometriosis
experimental. No obtuvimos efectos benéficos luego de la administracion de
celecoxib y anastrozole en forma conjunta y sugerimos que si bien la com-
binacion puede generar un efecto antagdnico, son necesarios mas estudios
para confirmar esta posibilidad.

ABSTRACT

Endometriosis is a benign gynecological disease. Cyclooxygenase
(COX)-2 and aromatase proteins have been shown to be overexpressed in
eutopic endometrium from women suffering from this disease compared to
disease-free women. A feed forward loop has been described between aro-
matase and prostgalndin E2 (PGE?2) in endometriosis. Aromatase synthesizes
estrogens, which in turn stimulate the production of PGE2 via COX-2, and
PGEZ2 stimulates aromatase activity. This describes a perfect circle, in which
high expression of aromatase will produce high concentrations of estrogens,
which will stimulate COX-2 activity producing high concentrations of PGE?2,
stimulating again aromatase. Considering the feed forward loop established
between these molecules in endometriosis, we decided to investigate the
effect of combining a COX-2 inhibitor with an aromatase inhibitor, celecoxib
and anastrozole respectively, in a murine model of endometriosis. For this
purpose, in this study, the effect of combining celecoxib and anastrozole on
the implantation and growth of endometriotic like lesions in a murine model
of endometriosis was evaluated. Endometriosis was surgically induced in
female BALB/c mice. After 28 days of treatment with celecoxib, anastrozole
or their combination, animals were sacrificed and lesions were counted, mea-
sured, excised and fixed. Immunohistochemistry for proliferating cell nuclear
antigen and CD34 were performed for assessment of cell proliferation and
vascularization, as well qualitative expression of COX-2. TUNEL technique
was performed for apoptosis evaluation. Celecoxib was the only treatment
to significantly reduce the mean number of lesions established per mouse,
their size and vascularized area. In addition, cell proliferation was significant-
ly diminished and apoptosis was significantly enhanced by both individual
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treatments. When the therapies were combined they reversed their effects.
COX-2 expression immunostaining was augmented when its activity was
inhibited, reduced when aromatase activity was inhibited and unaltered when
both enzymes were inhibited. These results confirm that celecoxib and anas-
trozole separately decrease endometriotic growth, but when combined they
might have antagonizing effects.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se caracterizé por cubrir los siguien-
tes aspectos

Se caracterizaron los cambios fisiolégicos que ocurren durante la folicu-
logénesis temprana, observandose que:

Los niveles de progesterona sérica aumentan durante las primeras eta-
pas de la foliculogénesis, mostrando un pico a la 8hs post-estimulacion. Esto
determina la funcionalidad maxima del ovario, traducida en una capacidad
esteroidogénica optima.

Durante la funcionalidad maxima del ovario, el peso relativo de los mis-
mos aumentan debido a un incremento en el nimero de foliculos sanos.
Durante las primeras 8 horas de la foliculogénesis, ocurre un incremento en
el numero de foliculos primarios mostrando una aceleracioén en el recluta-
miento folicular.

Tanto la expresion génica como proteica de PPARg aumentan durante
la foliculogénesis temprana, y esto se correlaciona con un aumento en la

[263]
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expresion de StAR y P450scc, ambas, proteina y enzima, claves en la este-
roidogénesis folicular. No ocurre asi con la expresion de 3bHSD. Yo pondria
StAR, P450scc y 3b luego de progesteronay en un item aparte PPAR por ser
un factor de transcripcion que regula enzimas de la esteroidogénesis.

Durante la foliculogénesis temprana en un estado hiperandrogénico, se
observaron alteraciones en la estructura y funcionalidad de los ovarios:

Los niveles de progesterona sérica disminuyen hacia valores control.
Esto se corresponde con una deficiencia funcional por parte de los foliculos.

Los niveles del ARNm de P450scc disminuyen, y esto se correlaciona
con la disminucion en la expresién proteica de PPARg. Esto indicaria que
existe una regulacioén positiva por parte de PPARg sobre la expresion de
P450scc, no asi sobre StAR ni 3bHSD.

Existe un aumento en los niveles de apoptosis y en el estado oxidativo
de estos ovarios, lo que se correlaciona con un aumento en el niumero de
foliculos atrésicos en estas condiciones.

En vista de lo expuesto en este trabajo, podemos concluir que PPARg
juega unrol fundamental durante la foliculogénesis temprana, actuando como
factor de transcripcioén de distintos genes, entre ellos el de P40scc. Asi como,
aseverar, que en condiciones de hiperandrogenismo se altera la expresion
de este receptor que, entre otros factores, modifica la funcionalidad ovarica,
comprometiendo el correcto desarrollo folicular.

ABSTRACT

Acute hyperandrogenism decreases serum progesterone levels and
induces early apoptosis of antral follicles by a mechanism mediated by the
peroxisome proliferator-activated receptor gamma system (PPAR gamma).
The PPAR gamma actions are independent of the steroidogenic acute regula-
tor proteina (StAR) pathway but involve the regulation of the main enzymes
which regulate ovarian steroidogenesis such as: cytochrome P450 side chain
cleavage (P450scc), hydroxysteroid dehydrogenase (3 b HSD) and P450 aro-
matase (P450 arom). We conclude that PPAR gamma plays a fundamental
role during the early folliculogenesis during physiological and hyperandro-
genized processes. That role is mediated by the modulation of ovarian ste-
roidogenic enzymes. These data could explain the fact that glitazones, syn-
thetic ligands of PPAR gamma are able to modulate ovarian steroidogenesis
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in women with Polycystic Ovary Syndrome and led to know the regulated
pathways.
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EPIDEMIOLOGIA DE LA RUPTURA PREMATURA DE
MEMBRANAS Y SU RELACION CON MYCOPLASMA,
UREAPLASMA'Y CLAMIDIA

Dres. Salvador Natale, Marina Sabaris, Yessi Rode.
Obst. Liliana Accarezzato.
Hospital Mariano y Luciano de la Vega. Moreno. Servicio de Tocoginecologia.

INTRODUCCION

La ruptura prematura de membranas (RPM), es una complicacién propia
del embarazo que ocurre con una frecuencia promedio de un 10%. De este
10%, el 80% se produce después de la semana 37 de embarazo y el resto
(20%) en embarazos pre términos.

L a RPM se define como la rotura la membrana corioamnioética, antes del
comienzo del trabajo de parto.

Entre los factores de riesgo para RPM se observan varias condiciones:
parto prematuro, previo consumo de cigarrillos, metrorragias durante el emba-
razo actual y en menor magnitud vaginosis bacteriana. Esta ultima es una
condicién de desbalance de la flora comensal. Se caracteriza por reduccién
o ausencia de la flora lactobacilar y su reemplazo por otros microorganismos
entre los que se destacan Gardnerella vaginalis, algunos anaerobios: Peptoes-
treptococos, Prevotella spp., Mobiluncus spp y un aumento en la colonizacion
Mycoplasmas genitales (mycoplasma hominis y ureaplasma urealyticum).

Los micoplasmas son organismos que pertenecen a la clase de los Molli-
cutes, que comprenden cerca de 200 especies, de las cuales la mayoria per-
tenece al género Mycoplasma. En general, este término se utiliza para descri-
bir cualquier microorganismo dentro del género o la especie. Presentan una
membrana externa de 3 capas, insensible a los beta lactamicos. De las 16
especies de micoplasmas detectadas en los seres humanos, 6 (quiza, 7) tie-
nen al aparato urogenital como sitio primario de colonizacion. Cualquier rela-
cion entre las infecciones por micoplasmas y las complicaciones del embara-
zo puede confirmarse solo por un diagndstico microbioldgico. M. fermentans
se encuentra en el aparato urogenital, en la garganta y en los leucocitos, en
tanto que M. hominis y Ureaplasma urealyticum son los organismos aislados
con mayor frecuencia del aparato urogenital humano.

[269]
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Luego de la pubertad, la colonizacion por M. hominis y ureaplasmas se
produce principalmente por contacto sexual y aumenta con el nUmero de
distintas parejas.

Debe reconocerse laimportancia de la vaginosis bacteriana (VB). Nume-
rosos estudios han mostrado que las mujeres con este trastorno presentan
mayor predisposicidn a un nacimiento prematuro o a un aborto. En la VB, la
flora bacteriana vaginal dominante, como los lactobacilos, es reemplazada
por otra en la que predominan los cocobacilos gramnegativos. Ademas, las
mujeres con VB tienen M. hominis con mas frecuencia y en mayor numero
que aquellas que no presentan esta enfermedad. A pesar de que este mico-
plasma por si solo puede desempefiar un papel importante en el desarrollo
del parto prematuro (PP), es mas probable que actde en conjunto con otras
bacterias y que sea una parte integral de la patogenia de esta patologia.

La endometritis es la causa mas frecuente de fiebre posparto, ya sea en
las primeras 24 a 48 horas o luego. Es dificil establecer la relacion entre los
micoplasmas y la fiebre posterior al parto.

En un estudio en el que se examind la superficie amnidtica de las placen-
tas obtenidas durante las cesareas, se hallo que las pacientes con cultivos
positivos para M. hominis o ureaplasmas fueron mas susceptibles a presen-
tar registros febriles luego del parto que aquellas con cultivos con resulta-
dos negativos. La busqueda de micoplasmas en la sangre es quiza la mejor
manera de establecer una relacion con la fiebre. Se han presentado varios
estudios de mujeres con fiebre posparto en cuya sangre se aislé M. hominis
1 0 2 dias después del parto, acompafiada por una respuesta de anticuerpos
en la mayoria de los casos. La asociacion de M. hominis con los abortos
febriles es indudable.

La Clamidiasis es una infeccion de transmision sexual (ITS) o enferme-
dad de transmision sexual (ETS) de origen bacteriano dada su modalidad de
transmision, que es una de las mas extendidas en los paises industrializados,
conjuntamente con la infeccion por herpes y la infeccion por virus del papiloma
humano (VPH), es causada por la colonizacion, a nivel de los 6érganos genita-
les de varones y mujeres, de la bacteria intracelular gram-negativa Chlamydia
trachomatis (la misma que es también causante del cuadro clinico denomi-
nado tracoma). Su importancia radica en la magnitud de la diseminacién de
esta enfermedad, las caracteristicas peculiares de su presentacion clinica y
las complicaciones que pueden surgir a causa de una falta de diagnéstico o
tratamiento o de ambos. De alli que se requiere de examenes de laboratorio
especiales para realizar el correspondiente diagndstico de la enfermedad.
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PATOGENIA

Los gérmenes producen un aumento de los macrofagos que liberan
mediadores (citoquinas) generando una respuesta inflamatoria.
Los marcadores enddgenos de la inflamacion son:

* Interleukina 1-2-6-8-10

*  Factor de necrosis tumoral (FNT)

»  Factor de activacion plaquetaria (FAP)

*  Factores estimulantes del crecimiento de colonias (CSFs)
*  Proteina inhibidora de macréfagos 1 alfa (MIP 1 alfa)

Los marcadores endégenos de la inflamacién estimulan la sintesis de
prostaglandinas y aumentan la actividad colagenasa y elastasa. Varios auto-
res han demostrado que los productos bacterianos son una fuente de fos-
folipasa A2 y C, pudiendo estimular también por esta via la produccion de
prostaglandinas.

La presencia de estos factores vuelve al Utero mas sensible a: la oci-
tocina y a las prostaglandinas E2 y F2 alfa. La consecuencia es: dafio en la
membrana y aumento de la contractilidad por la via de la adenilciclasa.

La resistencia de las membranas marcara el camino hacia una RPM o
hacia un parto prematuro con bolsa integra.

DELIMITACION AL PROBLEMA

¢Cual es la epidemiologia de la ruptura prematura de membranas y su
relacion con el Mycoplasma, Ureaplasma y Clamidia en la poblacién del Ser-
vicio de Tocoginecologia del Hospital Mariano y Luciano de la Vega, de la
localidad de Moreno, de la Provincia de Buenos Aires, en el periodo de un
afo.

PROPOSITO
Lograr describir la epidemiologia de la RPM, discriminando su prevalen-

cia y los factores de riesgo con Mycoplasma, Ureaplasma y Clamidia, en las
pacientes atendidas en nuestro Servicio.
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OBJETIVOS

1. Conocer la prevalencia de la R P M en el Servicio.
2. Caracterizar su relacion con el Mycoplasma, Ureaplasma y Clamidia.

MATERIAL Y METODO

Se incluyen en el presente estudio todas las pacientes atendidas en el
Servicio de Tocoginecologia, desde el 1 de enero al 31 de diciembre de 2011.

Es un estudio prospectivo observacional, realizado por el personal médi-
co y profesionales obstétricas del Hospital.

Criterios de inclusion:

Seincluyeron todas las pacientes ingresadas al Servicio, con rotura pre-
matura de membranas, y se las dividié segun edad gestacional, en menores
de 28 semanas, de 28 a 34 semanas y mas de 34 semanas hasta las 37. A
todas ellas se les realizé toma de cultivo de liquido amniético en condiciones
de asepsia y antisepsia, que fue remitido para su estudio al Laboratorio del
Hospital.

Criterios de exclusion:

Se excluyeron del estudio aquellas pacientes que no hubieran recibido
atencién en un término menor a las 6 horas de producida o constatada la
RPM., o cuya recoleccién no se haya producido en las condiciones adecua-
das, antes mencionadas.

RESULTADOS

Durante el periodo que va del 1° de enero hasta el 31 de diciembre de
2011, se produjeron en el Hospital Mariano y Luciano de la Vega, de Moreno,
4212 nacimientos entre partos vaginales y cesareas.

Se contabilizaron 387 (9,2%) pacientes que ingresaron al Servicio con
RPM. A todas ellas se les constato la pérdida de liquido amnidético (LA) en
forma fehaciente.
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Diagnéstico presuntivo

Se observa salida de LA por genitales en forma espontanea o con el
rechazo de la presentacion (maniobra de Tarnier).

No se observa LA pero la paciente refiere pérdidas con esas caracte-
risticas.

Diagnéstico de certeza

Especuloscopia: LA saliendo por el orificio cervical.

Microscopia: cristalizacion en hojas de helecho del LA tomado del fondo
de saco vaginal posterior.

Ecografia: disminucién importante del volumen de LA asociado a la refe-
rencia de pérdida del mismo por parte de la madre.

PH vaginal: cambio a la alcalinidad por la presencia de LA. Esto hace
virar el papel indicador (papel de nitrazina) porque de pH acido (ph normal de
la vagina) pasa a tener pH alcalino.

Ante la presencia de sangre en la vagina efectuar lavados con dextrosa
5% y luego realizar la toma (nunca lavar con solucion fisiologica porque cris-
taliza).

Sospechar ante un oligoamnios con antecedentes de pérdida de LA.

Diagnéstico diferencial

Flujo vaginal: No es liquido, no cristaliza y no produce oligoamnios.

Expulsion del tapén mucoso: Es de consistencia mucosa, no cristaliza ni
da oligoamnios.

Pérdida de orina: Es liquida pero no cristaliza ni da oligoamnios.

Pérdida de liquido proveniente del espacio corioamniético: Es de escasa
cantidad, no se repite ni produce oligoamnios.

La especuloscopia, la microscopia y la ecografia tendran la ultima palabra.

De estas 387 pacientes,se descartaron del estudio, siguiendo los crite-
rios de exclusién 81 mujeres, por lo tanto quedaron para el presente estudio,
306 pacientes que cumplian con los requisitos planteados y que dividimos
segun edad gestacional, quedando de la siguiente forma los grupos:

MENORES DE 28 SEMANAS: 94 CASOS (31%)
ENTRE 28 Y 34 SEMANAS; 85 CASOS (28%)

ENTRE 34 Y 37 SEMANAS: 127 CASOS (41%)
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A todas ellas se les realizo el estudio para gérmenes especiales, en el
laboratorio del Hospital y se cubrié adecuadamente con antibioticos (ATB).
Los ATB usados en las pacientes fueron:

AZITROMICINA 500 mg. /dia, durante 5 dias.
CLARITROMICINA 500 mg. cada 8 hs., durante 7 dias.

AMPI- SULBACTAM 750 mg. cada 12 hs, durante 10 dias, ante cultivo
positivo para estreptococo grupo B.

RESULTADOS DE CULTIVOS

Total Resulta- .
Resultados - Otros gérmenes
de muestras dos +
CLAMIDIA 306 37(12, 09%) 12 (3,9%) 27 (8,8%)
MYCOPLASMA 306 34 (11,1%) 11(3,5%) 23 (7,5%)
UREAPLASMA 306 106 (34,6%) 25 (8,16%) 31(10,1%)

Dentro de otros gérmenes encontrados destacamos la presencia de:

Neisseria gonorrea, gardnerella vaginalis, trichomonas vaginalis, candi-
da albicans, estreptococo grupo B, anaerobios (Fusobacterium), estafilococo
aureus.

CONSIDERACIONES

Primero debemos destacar la estrecha relacion de la RPMy las infeccio-
nes del amnios.

Si bien no todos los cultivos dieron positivos, en nuestra poblacién de
estudio hay una alta incidencia de casos de ureaplasma asociados a la RPM.
Y en menor medida con mycoplasma y clamidia.

Esta incidencia se vio reflejada en los casos de menos de 28 semanas,
donde el tratamiento elegido fue Claritromicina, lo cual nos permitié mejorar
la posibilidad de mantener el feto intrautero por mas tiempo, mejorando los
resultados perinatales.
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El ureaplasma es el agente de mayor prevalencia en nuestra serie.

Otro dato relevante, es que el mycoplasma siempre se encontré asocia-
do con otros agentes.

Existe informacion sobre la probable participacion de ureaplasma en
patologia respiratoria crénica neonatal. Sin embargo, se ha establecido
recientemente que la patologia respiratoria (displasia broncopulmonar), tiene
relacién con la reduccion de la edad gestacional y es independiente del peso
al nacer y de la colonizacién con el mismo.

No hay pruebas claras de la efectividad de los programas de deteccion
de infeccion del aparato genital inferior para prevenir el parto prematuro. La
instauracién de un programa de deteccion y tratamiento de infecciones vagi-
nales asintomaticas podria reducir el riesgo de PP, pero no esta claro si todas
las mujeres se deben someter a un screening sistematico, con qué frecuencia
y que pruebas se deben realizar. Ya que no es posible precisar que efectos
tiene sobre el parto prematuro la infeccion recurrente o persistente.

CONCLUSIONES

La infeccion parece jugar un papel importante en la proporcién de PP
espontaneos.

La evidencia cientifica no apoya el screening sistematico y tratamiento
en todas las gestantes asintomaticas para prevenir el PP, excepto en mujeres
con historia de prematuridad.

Sin embargo el CDC, el American College of Obstretrician and Gyneco-
logist (ACOG), la American Academy of Family Physicians y la British Asso-
ciation for Sexual Health establecen que en mujeres de alto riesgo el scree-
ning y tratamiento puede ser beneficioso.

ElI CDC y el ACOG recomiendan screening de chlamydia en embaraza-
das de riesgo. No existe consenso sobre si el ureaplasma es un patégeno
genital o su papel sobre el PP. El screening no esta justificado por la insufi-
ciente informacién que existe acerca de su patogenicidad.

La evidencia cientifica no apoya el screening sistematico y tratamiento
en todas las gestantes asintomaticas para prevenir el PP, excepto en mujeres
con historia de prematuridad. Sin embargo, nosotros lo hemos implementado
como normay lo propiciamos hacia otros Servicios, hacer el estudio sistema-
tico mediante cultivos, a toda paciente con RPM; y la medicacion correspon-
diente de las mismas con ATB.
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Son necesarios nuevos estudios clinicos para evaluar el papel de la
infeccion del tracto genital inferior en el PP y determinar el impacto del trata-
miento antibidtico, especialmente en mujeres de bajo riesgo.

RESUMEN

Se realizé en el HOSPITAL MARIANO Y LUCIANO DE LA VEGA, DE
LA LOCALIDAD DE MORENO, PROVINCIA DE BUENOS AIRES, un estudio
prospectivo observacional, para evaluar la prevalencia de ruptura prematura
de membranasy surelacién con gérmenes especiales como son la clamidia,el
micoplasma y el ureaplasma. El estudio abarca los partos producidos en el
Servicio desde el 1 de enero al 31 de diciembre de 2011.Durante ese lapso se
produjeron 4212 partos,de los cuales se contabilizaron 387 (9,2%) pacientes
que ingresaron al Servicio con RPM. A todas ellas se les constaté la pérdida
de liquido amnistico (LA) en forma fehaciente.

Criterios de inclusion: Se incluyeron todas las pacientes ingresadas al
Servicio, con rotura prematura de membranas, y se las dividié segun edad
gestacional, en menores de 28 semanas, de 28 a 34 semanas y mas de 34
semanas hasta las 37. A todas ellas se les realizé toma de cultivo de liquido
amnidtico en condiciones de asepsia y antisepsia, que fue remitido para su
estudio al Laboratorio del Hospital.

Criterios de exclusion: Se excluyeron del estudio aquellas pacientes que
no hubieran recibido atencion en un término menor a las 6 horas de producida
o constatada la RPM., o cuya recoleccion no se haya producido en las condi-
ciones adecuadas, antes mencionadas.

De estas 387 pacientes,se descartaron del estudio, siguiendo los crite-
rios de exclusién 81 mujeres, por lo tanto quedaron para el presente estudio,
306 pacientes que cumplian con los requisitos planteados y que dividimos
segun edad gestacional, quedando de la siguiente forma los grupos:

MENORES DE 28 SEMANAS: 94 CASOS (31%)
ENTRE 28 Y 34 SEMANAS; 85 CASOS (28%)
ENTRE 34 Y 37 SEMANAS: 127 CASOS (41%)

A todas ellas se les realizo el estudio para gérmenes especiales, en el
laboratorio del Hospital y se cubrié adecuadamente con antibioticos (ATB).

Los ATB usados en las pacientes fueron:

AZITROMICINA 500 mg. /dia, durante 5 dias.
CLARITROMICINA 500 mg. cada 8 hs., durante 7 dias.
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AMPI- SULBACTAM 750 mg. cada 12 hs, durante 10 dias, ante cultivo
positivo para estreptococo grupo B.
Resultados de cultivos

Total de muestras Resultados + Resultados - Otros gérmenes
CLAMIDIA 306 37(12, 09% 12 (3,9%) 27 (8,8%)
MYCOPLASMA 306 34 (11,1%) 11 (3,5%) 23 (7,5%)
UREAPLASMA 306 106 (34,6%) 25 (8,16%) 31 (10,1%)

Dentro de otros gérmenes encontrados destacamos la presencia de:

Neisseria gonorrea, gardnerella vaginalis, trichomonas vaginalis, candi-
da albicans, estreptococo grupo B, anaerobios (Fusobacterium), estafilococo
aureus.

Consideraciones:

Primero debemos destacar la estrecha relaciéon de la RPM y las infeccio-
nes del amnios.

Si bien no todos los cultivos dieron positivos, en nuestra poblacién de
estudio hay una alta incidencia de casos de ureaplasma asociados a la RPM.
Y en menor medida con mycoplasma y clamidia.

El ureaplasma es el agente de mayor prevalencia en nuestra serie.

Otro dato relevante, es que el mycoplasma siempre se encontré asocia-
do con otros agentes.

Conclusiones:

La evidencia cientifica no apoya el screening sistematico y tratamiento
en todas las gestantes asintomaticas para prevenir el PP, excepto en muje-
res con historia de prematuridad. Sin embargo, nosotros hemos implantado
como norma y lo propiciamos hacia otros Servicios, el estudio sistematico
mediante cultivos, a toda paciente con RPM; y la medicacion correspondiente
de las mismas con ATB.

SUMMARY

A prospective study was carried out at “Mariano and Luciano de la
Vega” Hospital to assess the prevalence of premature rupture of membra-
nes and its connection to special germs such as chlamydia, mycoplasma
and urea plasma. The study comprises deliveries that took place in the
Hospital from January 1stto December 31st 2011. 4212 deliveries took pla-
ce in that period and 387 (9,2%) of those patients were admitted to the
department with PMR.
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Inclusion criteria: all patients admitted to the department who presented
premature rupture of membranes were included in the study and they were
divided in three groups according to their gestational stage: less than 28 wee-
ks of pregnancy, between 28 and 34 weeks of pregnancy and more than 34
weeks to 37 weeks of pregnancy. A sample of amniotic fluid was taken from
all of the patients, under strict aseptic and antiseptic conditions, and was sent
to the Hospital Lab for analysis.

Exclusion criteria: All the patients who did not receive any medical atten-
tion within the first six hours after the PMR took place or if the culture was not
taken under strict aseptic and antiseptic conditions as mentioned above were
excluded.

Following the exclusion criteria mentioned, 81 of the 387 patients were
excluded from the study, that is to say that 306 women were finally included in
the study as they fulfilled all the requirements set. The three groups into which
they were divided according to their gestational stage are as follow:

LESS THAN 28 WEEKS OF PREGNANCY: 94 cases (31%)
BETWEEN 28 AND 34 WEEKS OF PREGNANCY: 85 CASES (28%)
MORE THAN 34 WEEKS TO 37 WEEKS OF PREGNANCY: 127 CASOS (41%)

All patients were studied for special germs at the Hospital Lab and were
treated with antibiotics (ATB) accordingly.

The ATB administered to the patients were:

AZITROMICINA 500 mg. a day for 5 days.
CLARITROMICINA 500 mg. every 8 hours for 8 days..

AMPI-SULBACTAM 750 mg. every 12 hours for 10 days, when culture
was positive for streptococcus group B.

Culture results:

All the samples: Results + Results — Other germs
CHLAMYDIA 306 37(12,09%) 12 (3,9%) 27 (8,8%)
MYCOPLASMA 306 34 (11,1%) 11 (3,5%) 23 (7,5%)
UREA PLASMA 306 106 (34,6%) 25 (8,16%) 31 (10,1%)

Among all the germs found we must highlight the presence of: Neisseria
gonorrhea, gardnerella vaginalis, trichomonas vaginalis, candida albicans,
streptococcus group B, anaerobia (Fusobacterium), Staphylococcus aurous.
Some considerations:

First of all we must highlight the strong relation between RPM and amnios
infections. Although not all the cultures were positive, in our group of study
there is a high rate of cases of urea plasma associated with RPM and a lower
rate of cases associated with mycoplasma and chlamydia.
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The urea plasma is the highest prevalence agent in our study.

Another relevant fact is that the mycoplasma was always found associa-
ted with other agents.

Conclusions:

Scientific evidence does not support systematic screening and treatment
of all the asymptomatic pregnant women to avoid PP, except for those women
who have a history of premature deliveries. However, we have implemen-
ted as a norm the systematic study of all patients with PMR through cultures
and the corresponding treatment with ATB, and we are also suggesting other
Departments to do the same.
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RESUMEN

Introduccion

Estudios epidemiolégicos realizados en la poblacién de hombres que tie-
nen sexo con hombres (HSH) han revelado que la epidemia de HIV impacta
de forma desproporcionada a este grupo encontrandose valores de preva-
lencia cercanos al 14% y de incidencia entre 4 y 6% personas/afio (1-3). Estos
indicadores revelan la necesidad urgente de implementar medidas de inter-
vencion a fin de bajar el impacto de la epidemia entre los HSH. En este senti-
do, la deteccién temprana de los casos de infeccion por HIV resulta indispen-
sable aportando beneficios tanto a nivel individual como de salud publica. El
diagndstico de los pacientes durante la etapa de infeccion aguda facilita el
abordaje temprano del mismo incorporandolo en regimenes de tratamiento y
previniendo el desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, la deteccion tem-
prana de los casos de infeccién por HIV trae aparejado un importante impacto
en salud publica. Las personas diagnosticadas tendran la posibilidad de reali-
zar consultas médicas especificas a fin de disminuir sus conductas de riesgo
y prevenir futuras infecciones. La incorporacién del tratamiento antirretroviral
traera dos consecuencias importantes, por un lado controlando la infeccion
a nivel individual y previniendo el desarrollo de enfermedades oportunistas y
por otro lado, al disminuir los valores de carga viral plasmatica, se reduce la
transmisibilidad y las futuras infecciones entre sus contactos4. Los altos valo-
res de prevalencia e incidencia detectados en los HSH hacen suponer que
existe un subgrupo de la poblacién que a pesar de tener diagndsticos serol6-
gicos negativos, podria estar recientemente infectada y no ser diagnosticada

[281]
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por los métodos utilizados de rutina, aun cuando los métodos de tamizaje
incluyan técnicas de cuarta generacion que detectan antigenos virales (5-7).

Los antecedentes presentados de alta prevalencia e incidencia de HIV
entre los HSH en Buenos Aires, sumado a las experiencias de diagnostico
por deteccion de acidos nucleidos realizadas en otros paises, demuestran
que la identificacion de las infecciones agudas es crucial para limitar la dise-
minacion de la infeccion por HIV entre los HSH. En este sentido, el objetivo
general de este trabajo fue contribuir a la reduccién en la transmision del HIV
a través de la optimizacion de las estrategias de diagndstico de infeccion en
subgrupos de la poblacion altamente afectados por la epidemia. A tal fin el
objetivo especifico de este trabajo fue la identificacién de casos de infec-
cion aguda por HIV a través de la implementacion de técnicas diagnodsticas
directas en un grupo de HSH no diagnosticados por métodos seroldgicos
convencionales.

Materiales y métodos

Se estudiaron muestras de participantes HSH provenientes de un estu-
dio de corte transversal cuyo principal objetivo fue estimar la prevalencia
e incidencia de HIV asi como también el perfil de resistencia antirretroviral
y la caracterizacion molecular de los individuos HIV positivos. Un total de
1549 HSH fueron incorporados al estudio, obteniéndose una prevalencia
de infeccion por HIV del 10.4% (161/1549)3. Para los fines de este trabajo
se seleccionaron tres grupos de muestras provenientes de dicho estudio: 1)
participantes con diagnéstico HIV indeterminado (ELISA y/o AP reactivos y
WB indeterminado); 2) participantes HIV negativos con tamizaje no reactivo
(ELISA y AP no reactivos) y 3) participantes HIV negativos por WB con tami-
zaje reactivo (ELISA y/o AP reactivos y WB negativo). Todas las muestras de
plasma se encontraban conservadas a -80°C. La carga viral plasmatica se
determiné mediante la cuantificacion de copias de ARN-HIV-1/ml en plasma
utilizando el método comercial VERSANT®HIV-1 RNA 3,0 ASSAY (bDNA) de
Siemens. La medicion de antigeno p24 se realizd con la técnica de ELISA
(Vironostika HIV-1 Antigen de Biomerieux).

Resultados

Se seleccionaron todos los individuos HIV indeterminados por WB
(N=14) y HIV negativos por WB con tamizaje reactivo (N=16). Por otro lado
se seleccion6 una muestra de 241 individuos HIV negativos con tamizaje
no reactivo. Un 7.1% de las muestras HIV negativas con tamizaje reactivo
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y un 23.1% de las muestras HIV indeterminadas por WB fueron reactivas
para Agp24 y tuvieron carga viral plasmatica >500.000 copias/ml. En total,
un 14.8% de las muestras con resultados discordantes en las técnicas de
tamizaje o con resultado indeterminado en el WB, fueron identificadas como
HIV positivas utilizando diagndstico directo. Con la identificacion de 4 nuevos
casos HIV positivos la prevalencia de HIV en el grupo de hombres que tienen
sexo con hombres se increment6 en 0.3 puntos, de 10.4% (IC 95% 8.8-11.9)
a 10.7% (IC 95% 9.1-12.2). Entre las 241 muestras HIV negativas con tami-
zaje no reactivo, no se detectaron muestras con valores de CV mayores a
200 copias/ml. Un total de 25 muestras tuvieron valores detectables de CV
menores a 200 copias/ml.

Si bien no era un objetivo inicial del estudio, se recopilé informacion
relacionada al seguimiento de los pacientes con resultados indeterminados
y serodiscordantes para HIV. Del total de 16 pacientes HIV negativos con
tamizaje reactivo (ELISA y/o AP reactivos y WB negativo), tres volvieron a
realizarse el diagnostico para HIV, resultando HIV negativos. El paciente
que fue en este estudio diagnosticado como HIV positivo por técnicas de
diagnoéstico molecular (habiendo sido negativo en técnicas serolégicas), no
regreso al centro de testeo a realizarse un nuevo estudio. En relacién a los
14 pacientes con resultados indeterminados, 12 (86%) volvieron a realizar-
se el estudio, resultando tres de ellos positivos para la infeccion por HIV
(los tres diagnosticados como positivos en este estudio) y nueve fueron
negativos para HIV.

Conclusiones

Los datos obtenidos en este estudio muestran que la utilizacion de méto-
dos de diagnéstico directos que identifiquen acidos nucleicos (Carga Viral
plasmatica) y/o proteinas (Agp24) virales podria ayudar a incrementar el diag-
nostico temprano de infeccion por HIV, particularmente en grupos con alta
prevalencia e incidencia de HIV como es la poblacion de hombres que tienen
sexo con hombres de Buenos Aires.

Estos resultados concuerdan con reportes de estudios internacionales
realizados en HSH done se encontré que un 0.3% (36/13677) de voluntarios
que eran negativos por métodos indirectos de diagnéstico, fueron positivos
para la infeccion por HIV cuando se utilizaron métodos de deteccion de
acidos nucleicoss. Por otro lado, un estudio realizado en la Ciudad de New
York revela que el 81% de las infecciones agudas detectadas a través de la
identificacion de acidos nucleicos virales, son de hombres que tienen sexo
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con hombres, mostrando la importancia que la implementacion de esta téc-
nica tiene en particular en este grupo de la poblacion. Este estudio también
revela que sin la utilizacién de métodos directos de diagndstico, un 9% de
los diagndsticos de infeccion por HIV podrian haberse perdido8. En nuestro
estudio, la identificacion de cuatro nuevos casos positivos para la infeccidon
por HIV representa un incremento del 0.3% en la prevalencia de HIV en
HSH de Buenos Aires.

Aun cuando no se habia planificado como parte del estudio el seguimien-
to de los pacientes, un alto porcentaje de individuos con diagnéstico inde-
terminado por WB (86%) volvieron a realizarse el diagndstico nuevamente,
incluyendo los tres casos que fueron identificados como HIV positivos en este
estudio. Sin embargo, esta tendencia no fue observada en los pacientes con
diagndstico negativo por WB, pero con resultados reactivos en los métodos
de tamizaje, donde solo el 19% de los pacientes regresaron a un nuevo diag-
nostico. Nuestros resultados sugieren que los médicos tratantes deberian
dar la recomendacién de un nuevo diagndstico, no solo a los participantes
con resultados indeterminados, sino también a aquellos que teniendo resul-
tados negativos por WB hubieran sido reactivos por una o ambas técnicas
de tamizaje. Esta recomendacion seria de gran relevancia en particular en
centros de testeo focalizados en los grupos con alta prevalencia e incidencia
de infeccion por HIV, como los HSH.

Aun cuando en nuestro estudio no hemos obtenido casos de participan-
tes con cargas virales mayores a 200 copias/ml entre los individuos previa-
mente diagnosticados como negativos para HIV, la pequefia proporcién de
casos estudiados (=18%) no nos permite sacar conclusiones acerca de la
ausencia de casos positivos. En este sentido, es necesario realizar estudios
que impliquen un mayor nimero de casos, asi como que prevean el segui-
miento de los pacientes, en particular de aquellos que tengan resultados
dudosos (por ejemplo, bajos niveles de cargas virales que no den una idea
concluyente de infeccién).

En conclusion, los resultados de este estudio sugieren que el algoritmo
para el diagndstico de infecciones tempranas deberia incluir la deteccion de
acidos nucleicos en HSH tanto con resultados indeterminados por WB como
aquellos que presentan resultados discordantes en las técnicas de tamiza-
je, aun cuando el diagndstico por WB sea negativo. Finalmente los resulta-
dos aqui expuestos nos brindan las herramientas necesarias para el planteo
de un proyecto prospectivo centrado no solo en la identificacién de casos
recientes de infeccion (por métodos directos), sino también que contemple la
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inmediata intervencién médica y comunitaria a fin de prevenir futuras transmi-
siones y brindar un adecuado control de la infeccion del paciente.

ABSTRACT

Background

In Argentina, HIV diagnosis in adults is made through one or two enzyme
immunoassay tests and a confirmatory test!. These strategies may ignore
infected individuals during early primary infection (2-4), representing an
important public health problem among groups with high HIV prevalence and
incidence, such as men who have sex with men (MSM) (6.3% persons/year)
(5-6). The general objective of this study was to contribute to reducing HIV
transmission among MSM through the identification of antibody-negative,
nucleic acid-positive individuals.

Findings

A total of 1,549 MSM were recruited in an HIV seroprevalence studys.
A total of 161 (10.4%) MSM were HIV-positive and 14 (0.9%) indeterminate.
Among the 1,374 negative individuals, 16 (1.2%) exhibited reactive results in
the screening assay. Indeterminate-WB (Western Blot) samples and nega-
tive-WB samples (with discordant results in the screening) were analyzed to
detect HIV nucleic acid by viral load testing. Up to 23.1% HIV- indeterminate-
WB samples and 7.1% HIV-negative-WB samples with discordant results in
the screening assays had detectable nucleic acid. Overall, 14.8% of the sam-
ples with discordant or indeterminate results were identified as HIV-positive
using direct diagnosis. With the identification of four new cases using nucleic
acid detection test, HIV prevalence in MSM increased by 0.3 percent (from
10.4% to 10.7%).

Conclusions

In line with previous reports (7-9), results from this study suggest the
importance of including nucleic acid detection in HIV algorithm for those HIV-
indeterminate-WB and HIV-negative-WB MSM with discordant results in the
screening assays in order to decrease HIV transmission among this popula-
tion with high HIV prevalence and incidence.
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud mundial. Mientras que muchas enfer-
medades infecciosas son eliminadas, las enfermedades neoplasicas conti-
nuan siendo las mas importantes causas de muerte y discapacidad en el
mundo, debido al envejecimiento de la poblacidn. Se estima que se produ-
cen alrededor de 1200000 nuevos casos de cancer de mama por afo en el
mundo, lo que implica mas de 500000 muertes anuales! La Argentina es
el segundo pais con mayor tasa de mortalidad por cancer en el continente.
En el afio 2009, murieron 60117 personas debido al cancer, de los cuales el
95,79% de los casos se debié a tumores malignos, el 4,2% se debid a carci-
nomas in situ, tumores benignos, de comportamiento incierto o desconocido.
Del total de las muertes por cancer, el 9,09% de los casos se debié a cancer
de mamaz.

Las células T reguladoras (Treg) son células CD4+ que inhiben in vivo
respuestas inmunes exacerbadas. Se generan en el timo durante el desa-
rrollo fetal y neonatal de las células T. Estas células estan presentes en
los individuos normales y llevan a cabo su funcién reguladora durante la
vigilancia normal de los autoantigenos3. En pacientes con diferentes tipos
de tumores se ha reportado un numero aumentado de Treg en el sitio
del tumor, en los nédulos linfaticos drenantes o en circulacion (4-10). Se
demostré el rol negativo de las Treg entre los linfocitos T infiltrantes del
tumor, observando una correlacion inversa entre la infiltracion de Tregs
y la supervivencia global en el carcinoma de ovario!" En otros trabajos
se encontrd una relacion y significativa entre la expresién de HER-2 y el
numero de Tregs'2

[287]
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OBJETIVOS

Analizar el infiltrado linfocitario y la expresion de las moléculas CD4 y
CD8, CD34 (marcador endotelial) y Foxp3 (marcador Treg) en tumores prima-
rios de pacientes con cancer de mama

Relacionar la expresion de las moléculas estudiadas, con la evolucion
clinica de las mismas a los 5 afios del tratamiento primario.

Muestras
Se utilizaron muestras de archivo de tumores primarios, incluidos en
parafina, de pacientes con cancer de mama, estadios | y Il (N=27).

Determinacion del Infiltrado linfocitario

Las secciones histoldgicas de los tumores de mama fueron desparafi-
nadas y tefidas usando hematoxilina-eosina. La intensidad del infiltrado lin-
focitario fue calculada en 20 campos de areas calientes (hot spots) con una
magnificacion de 400X. Se evalu¢ el infiltrado linfocitario de manera semi-
cuantitativa usando el siguiente score: 0 (nulo), 2 (bajo), 4 (moderado) y 6
(alto).

Determinaciones inmunohistogimicas

Los preparados histolégicos de 5um de espesor fueron desparafina-
dos. Posteriormente se bloqued la actividad de la peroxidasa enddgena
usando H202 y las reacciones no especificas con suero normal. Luego los
preparados fueron incubados toda la noche a 4°C con el anticuerpo corres-
pondiente.

Células Tregs. Los preparados fueron incubados con el anticuerpo anti-
Foxp3 (eBioscience) en una dilucién de 1:25.

Células CD34+. Se utilizé el anticuerpo anti-CD34 (BD Pharmingen) en una
dilucion de 1:40

Linfocitos CD4* Se utilizé el anticuerpo anti-CD4 (Leica Microsystems) en
una dilucién de 1:50.

Linfocitos CD8* Se utilizé el anticuerpo anti-CD8 (Leica Microsystems) en
una dilucién de 1:50.
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Para el revelado se utilizo el kit Vectastain Elite ABC kit (Vector Labora-
tories, USA). Las secciones fueron visualizadas con 3,3"-diaminobenzidina
(Sigma) como cromdgeno y contratefiidas con Verde de Metilo. La cuantifica-
cion se realiz6 de la misma forma que para el infiltrado linfocitario.

Microscopia confocal

Se determind la presencia de células T reguladoras y linfocitos CD4+y
CD8+ en cortes histolégicos usando FITC-anti-CD4 (BD Pharmingen), PE-
Cy5 anti-CD25 (BD Pharmingen) y PE-anti-Foxp3 (BD Pharmingen) y Alexa
Fluor 488-anti CD4 (Invitrogen) y Alexa Fluor 488-anti CD8 (Invitrogen). Estas
muestras fueron luego analizadas en microscopio confocal (Nikon Modelo
Eclipse TE-2000-E2).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes

En la Tabla | se describen las caracteristicas clinico-patolégicas de las
pacientes en la que se muestra edad, estadio tumoral, descripcion histolo-
gica, estado de los receptores hormonales y de Her2/neu y, por ultimo, la
respuesta que tuvieron al tratamiento luego de 5 afios de la cirugia.

Las pacientes cuyos tumores fueron analizados, llevaron a cabo diferen-
tes tratamientos. Todas fueron sometidas a cirugia, luego recibieron distintos
tratamientos de quimioterapia o terapia adyuvante: ACx4, ACx4 y paclitaxel,
ciclofosfamida-doxorrubicina x 6, ciclofosfamida-doxorrubicina x 4, tamoxife-
no, anastrosol. (Tabla 1)

Infiltrado linfocitario

La infiltracion linfocitaria intra y peritumoral es comun en diferentes
tumores humanos; se observa en el carcinoma ductal in situ hereditario y
en el carcinoma ductal infiltrante. Aunque la funcién exacta del infiltrado
linfocitario de los carcinomas primarios no se ha aclarado, existe evidencia
que en algunos tipos de cancer, como los de cavidad oral, pulmén, esto-
mago y en los melanomas malignos, la intensidad del infiltrado inflamatorio
peri-tumoral se relaciona con un buen prondstico de la enfermedad (13,14).
(Figura 1)
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Tabla l. Caracteristicas clinico —patoldgicas de las pacientes

Paciente

0 N OO O b~ W N -

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Edad
52
66
66
57
41
39
66
66
49
66
39
47
60
56
42
44
36
54
58
53
57
62
59
60
58
60
57

Estadio

Histologia
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal inf
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal inf
Car Ductal inf
Car Ductal
Car Ductal inf
Car Ductal inf
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal in situ
Lobulillar invasor
Car Ductal inf
Car Ductal inf
Car Ductal inf
Car Ductal inf
Car Ductal
Car Ductal inf
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal
Car Ductal

RE RP Her2/neu Evoluciéon

+

+

R S S S S S

+

+

+ o+ o+ 4+ o+

+

++ +

+

RE: Receptores de Estrégenos; RP: Receptores de Progesterona

LE: Libre de enfermedad (5 o mas anos); R: Recaidas

+

LE
R
LE
LE
LE
LE
LE
LE
LE
LE
LE
LE
LE
R
LE
LE
LE
LE
LE
R
LE
LE
LE
LE
R
LE
R

En la Figura 1 esta graficado el score correspondiente a los dos grupos
de pacientes: Libres de enfermedad (LE) y Recaidas (R), estudiadas durante
este trabajo. Las microfotografias corresponden a las tinciones con hema-
toxilina-eosina de un corte representativo de un paciente con alto y bajo sco-
re, respectivamente, en donde se observa el infiltrado linfocitario. La inten-
sidad del infiltrado linfocitario (mediana [rango]) en los tumores primarios de
las pacientes LE (3 [0-6]) fue moderada y significativamente mayor (p<0,05)
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que la de las pacientes R (2 [0-2]). Esta diferencia podria reflejar la participa-
cion de la respuesta inmune antitumoral del huésped en el resultado clinico
obtenido. De confirmarse este resultado con un mayor nimero de pacientes,
el infiltrado linfocitario observado en el area del tumor primario podria ser
propuesto para ser utilizado como un factor pronéstico.

Figura 1
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Linfocitos CD4*

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en cuanto a la intensi-
dad del infiltrado linfocitario en los dos grupos de pacientes, nos interesé
estudiar algunas de las moléculas que identifican diferentes poblaciones
linfocitarias.

En la Figura 2 se muestran los resultados de la cuantificacién de las
células CD4+*. Como se puede observar en el grafico, ambos grupos de
pacientes mostraron un valor mediano similar, presentando una gran varia-
bilidad en el score obtenido. Se muestran microfotografias ejemplificando
los valores altos y bajos de densidad de células positivas y en los corres-
pondientes insertos las tinciones de los linfocitos CD4+ observadas en el
microscopio confocal.

Figura 2
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Linfocitos CD8+

Algunos autores han propuesto que la presencia en los tumores de lin-
focitos CD8* podria predecir la respuesta clinica en pacientes con cancer de
mama (15), como asi también la recurrencia de tumores y la supervivencia
de pacientes con cancer de colon (16). Teniendo en cuenta dicha propues-
ta investigamos la presencia de los linfocitos CD8+* en las muestras de las
pacientes estudiadas.

En la Figura 3 se muestra el score obtenido para la determinacion de
los linfocitos CD8+. Como puede verse, la presencia de linfocitos fue muy
variable en el grupo de pacientes LE y la mediana que cuantifica la densidad
intratumoral de dichas células, contrariamente a lo esperado, fue mayor en
el grupo de pacientes R, aunque la diferencia no resultd estadisticamente
significativa. Se muestran las tinciones de CD8 vistas al microscopio 6ptico
y con el microscopio confocal, en cortes que presentaron alto y bajo score.

Figura 3
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Linfocitos Foxp3+

En distintos modelos tumorales se ha visto que la densidad de células
Tregs, evaluadas con el marcador Foxp3 puede tener un importante valor
pronéstico (17,18).

En la Figura 4 se grafica la densidad de células reguladoras Foxp3+*
(células Tregs) que se encontraron dentro del infiltrado tumoral linfocitario.
La presencia de linfocitos Foxp3+ fue muy variable, desde nula a alta, y no
estuvo relacionada con la respuesta al tratamiento en el periodo analizado.
Se muestran las tinciones correspondientes a la determinacion de Tregs en
microscopio éptico y en microscopio confocal.
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Figura 4

Magnificacién 400X

IS

~

3
Modiana (rango)

Score células Foxp3”

LE R

Alto Score (6) Bajo Score (2)
Pacientes

Células tumorales Foxp3*

Algunos estudios han demostrado que las células tumorales pueden
expresar la molécula Foxp3 y que esta expresion podria estar asociada a un
buen prondstico o a una mayor supervivencia (19,20). La evaluacién en nues-
tras muestras de la proporcién de células tumorales Foxp3+, mostré mucha
variacion entre las muestras estudiadas (Figura 5); dentro de cada grupo sin
detectarse diferencias entre grupos. Un mayor nimero de muestras de dife-
rentes tipos de tumores de mama podria permitir entender la funcién, durante
la evolucion del tumor, que tendria la expresion de Foxp3 en la célula tumoral.
Se muestran ejemplos de las tinciones correspondientes en microscopio 6pti-
€O y en microscopio confocal.

Figura 5
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Células CD34+

La angiogénesis cumple un rol importante, tanto en el crecimiento tumo-
ral como en el desarrollo de metastasis, y es regulada por un balance entre
factores angiogénicos y anti-angiogénicos (21,22). Es por esto que resulté



294 Anales 2010-2012

interesante evaluar la densidad de la microvasculatura a través de la determi-
nacién de las células CD34+.

En la Figura 6 puede verse que la densidad vascular fue baja en los dos
grupos de pacientes analizados, sin observarse asociacién alguna con la
evolucion clinica. Se muestran ejemplos de las tinciones correspondientes
a una muestra con alta y una con baja densidad de vasos sanguineos en
microscopio optico.

Figura 6
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CONCLUSIONES

En los ultimos afos se ha avanzado mucho en el conocimiento respec-
to al papel que juega el sistema inmune en la evolucién tumoral. Existen
muchos ejemplos en la bibliografia que describen cémo el sistema inmune
es capaz de reconocer los antigenos tumorales y eliminar o controlar el
crecimiento de las células tumorales. También ha sido posible manipular
el sistema inmune de manera de generar respuestas inmunes especificas
del tumor.

El perfil de la respuesta immune resulta muy importante en el desarrollo
de nuevas terapias. Sin embargo un tema que todavia queda sin resolver es el
hecho que cuando se evaluan las respuestas inmunes especificas del tumor
luego de una inmunoterapia, las respuestas no siempre se correlacionan con
la regresion tumoral clinicamente probada. Seria muy importante conocer
el balance entre los factores inmunoestimulatorios e inmunosupresores del
sistema inmune. De esta manera se podria realizar un mejor analisis de la efi-
cacia de un determinado protocolo. Sin embargo, los datos obtenidos hasta
el momento por nosotros y por otros autores todavia resultan controversiales.
La informacion que figura en la bibliografia en su mayoria todavia se encuen-
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tra limitada a la inmunidad sistémica en sangre periférica. Sin embargo, para
la erradicacion del tumor, las células circulantes efectoras tienen que infiltrar
el tumor. En la clinica resulta bastante dificultoso seguir este proceso y la
evaluacion de la respuesta inmune in situ constituye un importante desafio
todavia.

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido concluir que la
presencia de un intenso infiltrado linfocitario intratumoral podria ser un mar-
cador pronéstico de buena respuesta al tratamiento en los primeros 5 afios
luego de la cirugia, mientras que no se encontré relaciéon entre el grado de
positividad para las otras moléculas estudiadas y la evolucion de la enferme-
dad. En el futuro sera necesario incorporar un mayor numero de muestras
para poder analizar si existen asociaciones con las distintas caracteristicas
de los tumores estudiados, y de esta manera poder usarlo en el diagndstico
clinico.

ABSTRACT

The aim of our work was to analyze the lymphocytic infiltrate and the
expression of CD4, CD8, CD34 and Foxp3 in primary tumors of breast
cancer patients, and to relate them with clinical evolution (disease free:
DF or relapsed: R) after 5 years from the surgery. There were analyzed
archive samples of ductal mammary tumors (n=27), (stages | and Il). The
expression of CD4 and CD8 lymphocytes was determined by immunohis-
tochemistry (IHC) and confirmed by confocal microcopy. The expression
of Foxp3 in lymphocytes and tumor cells and CD34 in endothelial cells was
evaluated by IHC. The lymphocytic infiltrate was assessed in histological
sections stained with hematoxylin-eosin. The quantification was done in
20 high magnification fields and a score ranging from 0 to 6 was utilized.
In DF patients (n=22) the intratumoral lymphocytic infiltrate was more
intense than that of R patients (P=0.05). For CD4, CD8, CD34 and Foxp3
molecules no differences between groups of patients were observed. In
conclusion, the presence of an intense intratumoral lymphocytic infiltrate
could be a prognostic marker of good response to treatment in the first 5
years after surgery.
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EVALUACION DEL CONTENIDO DE FLUOR EN AGUAS DE
CONSUMO DE LA PROVINCIA DE SANTA FE. RELACION CON
LA SALUD DENTAL Y EL RIESGO DE FLUOROSIS.

Maela Lupo, Hilda S Moreno, Cristina Aguirre, Mirta Armendariz,
Alfredo Rigalli
Laboratorio de Biologia Osea. Facultad de Ciencias Médicas.
Universidad Nacional de Rosario.

INTRODUCCION

El fluor (F) es un elemento de aplicacion en la industria y en salud se lo
emplea para el tratamiento de la osteoporosis ['] y en la prevencion de caries
dentales [2]. La utilizacion de aguas fluoradas es materia de discusion, ya
que la ingesta de F por esta via sumada a otras puede conducir a cuadros
de fluorosis [3]. Actualmente la exposicidn al F proveniente de otras fuentes
esta aumentada: uso de pesticidas [4], pulido de pisos [5], conservacién de
maderas [6], preparacion de papeles, alfombras y articulos textiles. Los fertili-
zantes con fosfato pueden contener hasta un 5% de F [7]. Los efectos toxicos
son dosis dependiente y estan relacionados fundamentalmente a los niveles
que el F alcanza en el plasma y los tejidos.

Por lo expuesto, es previsible observar un incremento de la exposicion al
F por parte de la poblacion como asi también la aparicion de fluorosis y sus
complicaciones, tanto en humanos como en ganado criado en estas zonas o
en animales silvestres.

Se han realizado en la Argentina otros estudios, uno en la provincia de
Buenos Aires [8] y otro en el Chaco [9]. En este estudio se evalua la Provincia
de SAnta Fe y se describe una “macrovariacion” y una “microvariacion”. En la
macrovariacion espacial y temporal se evalua la distribucién de la concentra-
cion de fluor en agua de zonas distantes a mas de 10 km y se las compara con
los valores que tenia cada zona en el afio 1945. Por otra parte se ha realizado
un estudio de “microvariacion espacial y temporal”, que implica comparar la
concentracion de fluor en pozos distantes a no mas de 500 m en un mismo
momento y a la comparacion de las concentraciones de fluor en el agua de
un dado pozo a lo largo de un mes.

Ademas se tuvo como objetivo obtener informacion sobre el acceso de
las poblaciones a aguas seguras en lo referente al contenido de fluor.

[297]
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MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de agua de diferentes regiones de la provincia
de Santa Fe, de diferentes origenes: de pozo, de red con agua potabilizada y
de 6smosis inversa. En las muestras de aguas se determiné la concentracién
de fluoruro como se indica mas abajo.

Se recolectaron muestras de tierra urbanas y rurales de zonas cercanas
a los pozos investigados. En tierras se determiné fluoruro y fltor total.

Determinacion de fluoruro por potenciometria directa: La medicion de la
concentracioén de fluoruro en agua se realizaron por potenciometria directa
utilizando un electrodo de i6n especifico ORION 94-09 [19]. Los resultados se
expresaron en mg/l= ppm (partes por millén)

Determinacion de fluor total: La medicion de la concentracion de fluor
en tierras se realiz6 por potenciometria directa utilizando un electrodo de ion
especifico ORION 94-09 luego de realizar una destilacion isotérmica [10]. El
contenido de fluor se expres6 en mg/Kg = ppm (partes por millon).

Coordenadas geogréficas: la posicion de los diferentes sitios de mues-
treo, cuando se requirio, se obtuvo a través de herramientas informaticas que
involucran sistemas de posicionamiento global (GPS).

Analisis estadisticos: La distribucion de frecuencias de los diferentes
valores de concentracion de fluor en tierras y en aguas se realizd con el test
de Kolmogorov-Smirnov. Dado que las poblaciones no tuvieron distribucion
normal, cuando se compararon dos muestras de datos independientes se
utilizo el test de Mann-Whitney. El test de Kruskal Wallis con post test de Dunn
se utilizo para comparar mas de dos muestras de datos independientes. El
test de Wilcoxon se utilizé cuando dos muestras de datos fueron dependien-
tes. La correlacion de pares de datos se realizd con test de correlaciéon de
Spearman. Las diferencias se consideraron significativas si p<0.05. Los
resultados se expresan como mediana (minimo valor— maximo valor/ numero
de datos). Cuando se utilizan graficas del tipo “box and whiskers” se repre-
senta la mediana, percentilos 25y 75% y rango.
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RESULTADOS

Distribucion de frecuencias de contenido de fluoruro en agua y tierra
El analisis de la distribucién de frecuencias del contenido de fluor en agua
y tierras mostr6 que en ambos casos la misma no tuvo distribucién normal (Test
de Kolmogorov Smirnov, p<0.05). En agua de pozo el valor maximo hallado fue
de 4.71 ppm, que supera varias veces el contenido de fliior en agua para consu-
mo]. (llustracion 1). En el caso de tierras el valor mas alto fue 82.8 ppm. No exis-
te informacion sobre la concentracion de fltor en tierras de la provincia. El tema
sera motivo de estudio de préximos proyectos en los que se investigara el efecto
del fluor en tierra sobre el crecimiento de especies cultivables en la provincia.

Macro-variacion espacial

La Error: No se encuentra la fuente de referencia muestra la concen-
tracion de fluoruro en aguas de la provincia de Santa Fe en funcion de sus
coordenadas geograficas. Se distinguen facilmente dos zonas de concen-
traciones superiores a las recomendadas por la Organizacion Mundial de
la Salud. Estas zonas corresponden a la zona central y a la zona sud-oeste

llustracion 1: Concentracion de fluoruro en la provincia de Santa Fe en funcion de la
longitud (long W) y de la latitud (Lat S). La intensidad del tono representa rangos de
concentracion de fluor. Color negro > 2 ppm, blanco < 0.5 ppm.

LatS
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Macro-variacion temporal

La llustraciéon 2 muestra los datos de concentracién de fluoruro en loca-
lidades de la provincia de Santa Fe, relevado por Obras Sanitarias de la
Nacién en el aifio 1945 y por nuestro laboratorio en el afio 2010.

llustracién 2: Concentracion de fluoruro en aguas de pozo en 1945 en funcién de la
concentracién en las mismas localidades en el afio 2010. Los resultados se expresan
en ppm. La linea corresponde a la regresion lineal entre los datos.

4-

1945

La regresion lineal refleja un aumento de la concentracion de fluor en
2010, con respecto a los valores de 1945. La correlacion de Spearman fue
significativa (r= 0.488 p<0.05) y la pendiente de la recta de regresién (0.6738
+ 0.072) fue significativamente menor que 1.

Micro-variacion espacial

En diferentes localidades se muestrearon mas de un pozo, hallandose
estos a menos de 500 m uno del otro. Las localidades analizadas fueron
Venado Tuerto (lat 33,71°, long 61,96°, 7 pozos analizados, Pueblo Ester ((lat
33,08°, long 60,56°, 3 pozos analizados,) y Carlos Pellegrini (lat 32,05°, long
61,78°, 3 pozos analizados). A modo de ejemplo se muestran los valores
hallados en Venado Tuerto(llustracion 3). La concentracion de fluoruro de
los diferentes pozos fueron significativamente diferentes (prueba de Kruskal
Wallis test p<0.05).
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llustracién 3: Concentracion de fluoruro en diferentes pozos de la localidad de Vena-
do Tuerto. Las muestras fueron obtenidas en el lapso de 1 hora en pozos que no
distaban mas de 500 m.

JF 2

Micro-variacion temporal

La llustracion 4 muestra la concentracion de fluoruro en agua de un pozo
de la localidad de Carcarafia en el lapso de 20 dias. Se observa una clara
variacion en la concentracion de fluor a lo largo del tiempo.

llustracién 4: concentracion de flior en agua de un pozo de la localidad de Carcarafa

4.0

2-0 1 ) T 1 ) 1 U
4 8 10 13 15 18 20
time (days)
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Analisis del contenido de fluor en diferentes fuentes de agua

Se analizaron aguas de pozos de diferentes localidades, el contenido
de fluoruro en agua de red y proveniente de plantas de ésmosis inversa.
La llustracion 5 muestra los resultados obtenidos, demostrandose que los
esfuerzos realizados para la provisidon de agua con contenido adecuado de
fluoruro han sido exitosos. Se puede observar una franca disminucion de los
limites mayores del rango y la mediana de cada grupo, en el agua de red y
mas aun en el caso de las platas de ésmosis inversa.

llustracion 5: Concentracion de fluoruro en aguas de pozo, corriente de red y pro-
venientes de plantas de 6smosis inversa de diferentes localidades de la provincia de
Santa Fe.

159
104
£
o
Qo
w
5_
c L} L 1 .
pozo red osSmosis inversa
Kruskal-Wallis test
P value 0.0343
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P value summary X
Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 6.744

Concentracion de fluor en tierras.

El contenido de fluor en tierras mostrd un valor significativamente mayor
en areas rurales: 7.67 ppm (0.01-32.00/ 84) que en urbanas: 5.9 ppm (0.01-
82.8/101).

DISCUSION
Los resultados obtenidos de la ejecucién de este proyecto muestran que
existen zonas de la provincia de Santa Fe donde el agua de pozo contiene
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contenidos de flior mayor que lo permitido por la WHO. Por otra parte el
contenido de flior en aguas de pozo ha aumentado en las Ultimas 7 décadas.
En analisis del contenido de fltor en tierras demostré que las zonas rurales
contiene mas fluor que las zonas urbanas, podria pensarse que el uso de
productos agro-quimicos podria estar agregando este elemento ala tierray a
su vez ser esto la causa del incremento de fluor en aguas de pozo.

Los esfuerzos de las autoridades por proveer a la poblacion con agua de
mejor calidad ha quedado reflejado en la comparacién del contenido de fltor
de las aguas de pozo con las aguas potables de red y las provenientes de
plantas de 6smosis inversa.

Un dato llamativo de este trabajo, no descripto anteriormente es la micro-
variacion en la concentracién de fluor. Por un lado hemos demostrado que
pozos distantes pocos metros entre si pueden tener contenidos de flior muy
diferente. Este estudio se hizo en tres localidades cuyos datos se conside-
raron son representativos de otros sitios. Se hallaron diferencias de hasta 4
veces en la concentracion de fluoruro entre pozos distantes a menos de 500
m. Algunos de ellos con contenido normal y otros con aguas que podrian
producir fluorosis. Otro hallazgo es la micro-variacion temporal. El estudio
llevado a cabo durante 20dias en un solo pozo de la localidad de Carcarana
demostro que el contenido de fluoruro del agua puede variar, en este caso
hasta 1 ppm.

Los ultimos resultados descriptos indican que para tener un conocimien-
to sobre una zona en lo referente al contenido de flior se deberian muestrear
un numero importante de pozos, distribuidos en toda la zona y por otra parte
obtener muestras a lo largo del tiempo.

Dado el bajo costo de la determinacion de fluor se aconseja determinar
el contenido de fluoruro del agua de cada pozo y como minimo en 5 dias
espaciados durante 1 mes.

ABSTRACT

The upper limit of fluoride concentration in water for human consumption
is 1.5 ppm. A great amount of studies have been carried out concerning the
water fluoride concentration in wide areas around the world, but none have
studied the change of fluoride concentration as a function of geographical
coordinates and through time. This work describes “microvariation” of fluoride
concentration among wells separated by meters and from which sampling
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was done in little difference of hours. On the other hand, a “macrovariation”
is also studied, describing changes among cities through decades and sepa-
rated by hundreds kilometres.

Fluoride concentration was measured in Santa Fe province. Samples of
soils and well water were collected from different regions separated at least
by 10 km, and compared with fluoride concentrations measured 70 years
ago. In each region three or more specific areas, separated by less than
500 m were sampled at different times. Differences in fluoride concentration
in well water among regions were found, as well as an increase in fluoride
concentration during 7 decades. Daily water fluoride concentration in a spe-
cific area displayed a great variation in the measurements through time. In
addition, wells with no more than 500 m of separation were measured at
the same time and were significantly different. These results indicate that in
order to determine the fluoride concentration of a region, different samples
of the same area should be obtained and a sampling through time should
also be done.
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ESTUDIO DEL PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA
DE LEVADURAS DEL GENERO MALASSEZIA ASOCIADAS A
AFECCIONES DERMICAS

Florencia Dinorah Rojas; Gustavo Emilio Giusiano
Departamento de Micologia, Instituto de Medicina Regional
Universidad Nacional del Nordeste.

INTRODUCCION

Los organismos del género Malassezia han sido reconocidos como
miembros de la biota cutanea normal del hombre y los animales. Una de las
caracteristicas de estas levaduras es que todas son lipofilicas y la mayoria
de ellas lipido-dependiente debido a un defecto en la capacidad de sintetizar
acidos grasos saturados. Por esta razon, prevalecen en la piel en areas del
cuerpo ricas en glandulas sebaceas.!-5

Actualmente, el género incluye las siguientes especies: Malassezia furfur
(M. furfur), M. sympodialis, M. globosa, M. restricta, M. obtusa, M. slooffiae,
M. pachydermatis, M. yamatoensis, M. dermatis, M. nana'y M. japbnica.6-10 M.
equi ha sido tentativamente nombrada pero no formalmente caracterizada.™
En 2007, M. caprae y M. equina, aisladas de animales, fueron postuladas como
nuevas especies.

Malassezia spp. ha adquirido importancia como patégeno emergente
debido a su capacidad de producir infecciones superficiales y sistémicas,
tanto en hospedadores inmunocomprometidos como inmunocompetentes.

Los estrictos requerimientos nutricionales de Malassezia complican su
estudio de sensibilidad. La CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institu-
te)13, estandarizé un método de sensibilidad (documento M27-A3) aplicable
s6lo para la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
especies del género Candida y Cryptococcus neoformans. A fin de estu-
diar la sensibilidad in vitro de Malassezia, se ensayaron diversas técnicas
utilizando medios de cultivos sélidos y liquidos. Pero estos resultados no
estan referidos a una técnica de referencia y hace dificil establecer una
conclusion de valor sobre cuadl es la actividad in vitro de esas drogas frente
a las distintas especies del género y que esos resultados tengan relevancia
clinica.13-17

[306]
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El objetivo fue introducir modificaciones a la técnica de referencia de la
CLSI para su aplicacion al estudio de sensibilidad antifungica de especies de
Malassezia frente a los antifungicos de uso clinico.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 72 cepas de Malassezia spp. depositadas en el cepario del
Departamento de Micologia del Instituto de Medicina Regional, Universidad
Nacional del Nordeste (Argentina) previamente tipificadas por de PCR-RFLP.18
Las cepas fueron aisladas de lesiones cutaneas de 39 pitiriasis versicolor (PV),
23 dermatitis seborreica (DS), 7 dermatitis atopica (DA) y 3 foliculitis (FC).

Previo al estudio de sensibilidad las cepas fueron repicadas en Agar
Dixon modificado e incubadas a 32°C durante 3 dias.’® Se introdujeron
variantes en la técnica de microdilucion en caldo, documento M27-A3 de
la CLSI. El medio base fue RPMI 1640 con glutamina, sin bicarbonato de
sodio, bufferado a pH 7.0 con MOPS 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid
y suplementado con glucosa, peptona, extracto de acidos biliares, extracto
de malta, glicerol, Tween y cloranfenicol. Elindculo fue preparado en solucién
0.1% Tween 20 (0.5 McFarland).

Se estudié fluconazol (FCZ), ketoconazol (KTZ, miconazol (MCZ), vori-
conazol (VCZ) y anfotericina B (AMB). Los rangos fueron (ug/ml): 8-0.015
KTZyVCZ; 16- 0.03 AMB y MCZ y 32-0.06 para FCZ.

Se usaron microplacas de cultivo de 96 pocillos, incluyendo controles de
crecimiento y esterilidad en cada placa. Las mismas fueron cultivadas a 32°C
y se realizaron lecturas visuales durante 5 dias.

Para los azolicos la CIM fue considerada como la menor dilucion de la
droga a la cual se observa una inhibicion del crecimiento = al 80% comparado
con el pocillo control de crecimiento y para AMB la menor concentracion capaz
de inhibir completamente el crecimiento de las levaduras. Cepas control de
referencia: Candida parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258.

RESULTADOS

Las modificaciones realizadas permitieron el desarrollo de las levaduras
lipodependientes de Malassezia spp.

La CIM para la mayoria de las especies puede ser leida a partir del tercer
dia de cultivo. La formacién de grumos debido a la textura de las colonias
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fué frecuente, efecto que puedo solucionarse agitando por pipeteo a fin de
disolver los mismos.
El 11% de los aislamientos mostraron el fendmeno de “trailing”. En estas
ocasiones, el punto de corte se definid a partir de las 72 horas de incubacion.
La Tabla 1 detalla los valores de las CIMs obtenidos para cada especie.

Tabla 1: CIM (ug/ml) de los antifungicos estudiados frente a las distintas especies de
Malassezia.

FCZ [ n| Ktz [ n | MczZ [ n [AMB | n [ vez | n
M. furfur2® 6 | 1] 025 | 2 8 1 4 1 | o125 | 1
8 | 1] o125 2 4 6 2 4 | o006 | 7
4 [ 9] 003 | 4 2 6 1 13| 003 | 18
2 | 9] o015 18 1 7] 05 | 6
1 3 05 | 3 | o025 | 2
05 | 2 025 | 1
025 | 1 0125 | 2
M.sympodialis2 | 8 | 1 | 0125 | 1 8 1 4 1| 006 | 6
4 [ 2] 006 | 1 4 1 2 3 | 003 | 16
2 [ 2] 003 |3 2 1 1 3
1 5 | 0015 | 17 1 2 | o5 | 8
05 | 5 05 | 4 | o025 | 5
025 | 4 025 | 4 | 0125 2
0125 | 1 0125 | 2
006 | 1 006 | 1
003 | 1 003 | 6
M. globosa'5 4 [ 1] 003 | 3 4 1 4 1 | o125 | 1
2 | 2] o005 | 12 2 1 1 3 | 006 | 2
1 4 1 1] 05 [ 5] 003 ] 12
05 | 5 05 | 3 | 025 | 4
025 | 2 025 | 4 o125 | 1
0125 | 1 003 | 3 | 006 | 1
0015 | 2
M. restricta® 025 | 4 | 006 | 1 1 1 2 1| 006 | 3
0125 | 1 [ 003 | 4| o5 [ 3] 05 [ 3] o003 ] 3
006 | 1| o0015 | 1 [ o125 [ 2] o025 | 1
0125 | 1
M. slooffiae3 K 1 1 05 | 2 1 2 | 006 | 3
2 1] 05 [ 1|02 [ 1] 05 |1
1 1
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DISCUSION

La técnica estandarizada por la CLSI no es aplicable al género Malas-
sezia. Diversos autores modificaron este método a fin de estudiar la sensibi-
lidad este género, pero aun no se ha desarrollado una técnica estandarizada
que permita resultados comparables y reproducibles. 14-16 En este estudio,
con las modificaciones de los suplementos del medio de cultivo y el indculo
propuestos y el tiempo de incubacién, se obtuvo un buen crecimiento estas
levaduras.

En este estudio, la CIM para la mayoria de las especies pudo ser leida a
partir del 3°dia de cultivo. Esto concuerda con los datos obtenidos por otros
autores. 16,20

KTZy VCZ resultaron ser las drogas con mayor poder de inhibicion fren-
te a la mayoria de las especies de Malassezia. El 65% de las cepas estudia-
das frente a KTZ y el 80% frente a VCZ, mostraron valores de CIM < 0.03 ug/
ml. Estos datos que concuerdan con informes de otros autores. 13.15. 17

FCZ, en cambio, mostré mayor variabilidad y amplitud en los rangos,
expresando diferencias segun la especie. M. furfury M. sympodialis presen-
taron los valores mas altos, aunque los rangos de mayor frecuencia fueron
distintos: para el 69% de las M. furfur los valores estuvieron entre 4 y 2 ug/ml,
en cambio para el 65% de las M. sympodialis entre 1y 0.25 ug/ml. M. globosa
también mostré un rango amplio (4-0.125 pug/ml). Esta variabilidad resulta
importante considerando que el FCZ constituye una de las opciones terapéu-
ticas mas comunes para tratar dermatopatias relacionadas con Malassezia.

De acuerdo al documento M27-A3 todos aquellos aislamientos de Can-
dida con valores de CIM > 1 ug/ml deben considerarse como resistentes a la
AMB. Es importante destacar que en este estudio el 19% de M. furfury el 18%
de M. sympodialis presentaron CIMs > 1 pyg/ml. Esto es importante debido
que las especies de Malassezia son agentes de potenciales de infecciones
sistémicas en pacientes inmunocomprometidos y AMB es una de las pocas
alternativas utilizadas en el tratamiento sistémico.

M. furfur fue la especie que presenté los rangos de CIM mas amplios e
inclusive las CIM mas altas, seguida por M. sympodialis y M. globosa.

M. restricta'y M. slooffiae presentaron en general valores de CIMs bajos
para todas las drogas testeadas, aunque el nUmero de cepas es escaso como
para establecer una conclusion de valor al respecto.
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La sensibilidad de las distintas especies de Malassezia varia frente a
un mismo antifungico, ademas se observan diferencias en la sensibilidad de
cepas de una misma especie. Es importante por lo tanto desarrollar pruebas
estandarizadas para estudiar el género Malassezia, a fin de establecer el
perfil de sensibilidad de cada una de sus especies y con ello tener una infor-
macion fehaciente que permita la instauracion de un tratamiento adecuado.

RESUMEN

Los organismos del género Malassezia han sido reconocidos como
miembros de la biota cutanea normal del hombre y los animales. La mayo-
ria de estas levaduras son lipido-dependientes, debido a un defecto en la
capacidad de sintetizar acidos grasos saturados. Los estrictos requerimien-
tos nutricionales del género complican su estudio de sensibilidad. Diver-
sas técnicas han sido ensayadas, pero estos resultados no estan referidos
a una técnica de referencia haciendo dificil establecer una conclusion de
valor sobre la actividad in vitro de estas drogas. El objetivo del trabajo fue
introducir modificaciones a la técnica de referencia del CLSI para el estudio
de sensibilidad antifungica del género Malassezia. Se estudiaron 72 cepas
asiladas de muestras clinicas previamente tipificadas por PCR-RFLP. Para
permitir el desarrollo de estas levaduras se introdujeron variantes a la téc-
nica de referencia (documento M27-A3) de la CLSI. La determinacion de
la CIM para la mayoria de las especies puedo ser leida a partir del 3°dia
de incubacion. La suplementacion del medio de cultivo, y variaciones del
indculo y tiempo de incubacion permitieron buen crecimiento de estas leva-
duras. KTZ y VCZ resultaron ser las drogas con mayor poder de inhibicion
frente a la mayoria de las especies. FCZ mostro gran variabilidad y amplitud
en los rangos, revelando diferencia entre especies. M. furfur fue la especie
con valores y rangos de CIM mas altos, seguida por M. sympodialisy M. glo-
bosa. Se observaron altos valores para AMB frente a todas las especies. La
sensibilidad de las distintas especies de Malassezia varia frente a un mismo
antifungico y ademas se observan diferencias intra-especie. Es importante
desarrollar pruebas estandarizadas para evaluar estas levaduras, asi esta-
blecer el perfil de sensibilidad de cada especie y contar con informacion util
para un tratamiento adecuado.
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ABSTRACT

Malassezia yeasts have been recognized as biota normal skin members
in humans and animals. Most of these yeasts are lipid-dependent due to a
defect in the ability to produce fatty acids. The strict nutritional requirements
of Malassezia species make it difficult to test the antifungal susceptibility pro-
file. Several methods have been tried, but these results are not related to a
reference method and make difficult to assess antifungal in vitro activities.
The objective was to introduce variations to CLSI reference method to study
Malassezia spp. antifungal susceptibility. 72 isolates were studied, previously
identified by PCR-RFLP. To allow development of these yeasts, variants in
CLSI document (M27-A3) were introduced. Supplementation of the culture
medium and modification on inoculate suspensions and incubation time
allowed good growth of these yeasts. KTZ and VCZ proved great inhibitory
power against most of the species tested. FCZ showed high values and widest
ranges, revealing differences between species. M. furfur was the species with
highest values and ranges MIC, followed by M. globosa and M. sympodia-
lis. High values for AMB against all species were observed. The differences
observed in the antifungals activity and interspecies variability, demonstrated
the importance to studying the susceptibility profile of each species in order to
obtain reliable information for defining an effective treatment regimen.
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ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN DEL RECEPTOR DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO EN NINOS CON TALLA BAJA
IDIOPATICA.

Maria Gabriela Ropelato
Division de Endocrinologia - Centro de Investigaciones Endocrinolégicas del
Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez

Objetivos del proyecto

Estudiar la prevalencia de alteraciones moleculares en el gen que codi-
fica para el receptor de la hormona de crecimiento (GHR) en nifios con talla
baja idiopatica y niveles disminuidos de IGF-I y determinar la utilidad del
dosaje en suero de la proteina transportadora de GH (GHBP) que es la por-
cion extracelular del GHR hepatico para orientar el estudio molecular del gen
GHR de estos pacientes.

En el presente proyecto se caracterizdé bioquimicamente el sistema de
la hormona de crecimiento e IGFs y sus proteinas transportadoras (GHBP e
IGFBP-3) en 192 nifios sanos (88 varones/104 nifias) y en 81 nifios con talla
baja idiopatica (TBI) con edades comprendidas entre 4.9 a 17.5 afios.

Las caracteristicas auxoldgicas, clinicas y bioquimicas se publica-
ron recientemente en Growth Horm IGF Res. 2013 Dec;23(6):229-36. doi:
10.1016/j.ghir.2013.08.003. Epub 2013 Aug 19. (Se adjunta copia de publi-
cacion)

Estudio molecular del gen GHR

La distribucion del genotipo del exén 3 del receptor de GH GHRd3 (fl:fl/
fl:d3/d3:d3,%) en nifios normales (60:34:6) y en pacientes con TBI (64:32:4)
fue similar alcanzando el equilibrio de Hardy—Weinberg. Los nifios con TBI
mostraron niveles reducidos de GHBP y de los factores de GH dependientes
(IGF-1, IGFBP-3, y ALS, todos p < 0.0001 vs el grupo normal). En el grupo
de nifios normales los portadores homocigotas del alelo GHRfl presentaron
niveles de GHBP significativamente mayores que los portadores de una o
dos copias del alelo GHRd3 (media + SEM) GHR(l: 3.2 + 0.2 vs GHRd3: 2.7
1+ 0.2 nmol/L, p = 0.04).

[313]
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En el presente proyecto se estudié la secuencia completa del gen GHR
en 26 nifilos con TBI, 13 con por lo menos un factor GH-dependiente < 1.5
SDS (Grupo 1, comunicados en el informe anterior) y 13 con niveles normales
de todos estos componentes en suero (Grupo 2). Se amplificaron por PCR y
secuencié en forma completa las regiones codificantes (9 exones) y las regio-
nes intrénicas adyacentes del gen GHR con los pares de primers elegidos
previamente (primer informe).

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas y bioquimicas del
grupo estudiado subdividido segun su fenotipo bioquimico de marcadores de
accion de GH.

Tabla 1.

TABLA 1 Grupo 1 Grupo 2
Sexo FIM 112 3/10
SDSTalla -2.87+0.36 -2.86+0.57
SDSIMC -0.66+0.78 -0.34+1.22
SDSGHBP -1.3841.20 -0.01£0.86
SDSIGF-I -2.5411.46 -0.67+0.90

SDSIGFBP3 -1.48+1.15 -0.66+1.10
SDSALS -1.89+1.23 -0.99+0.97

Polimorfismos comunes en el gen GHR

En los 26 nifios con TBI estudiados, se identificaron 7 polimorfismos que
se encuentran con elevada frecuencia en la poblacion general (dbSNP-NCBI
database, 1000 Genomes Project). La frecuencia de los mismos en los nifios
con TBI estudiados fue similar a la reportada en la poblacion general segun
esta base de datos (MAF: Minor Allele Frequency).

En la tabla 2 se muestran los polimorfismos detectados, los cambios
en el cDNA y en la proteina, su frecuencia en la poblacion de estudio y la
frecuencia segun la base de datos MAF en la poblacién general tanto para
los nifios con fenotipo bioquimico normal o con algun parametro GH-depen-
diente disminuido.
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Tabla 2.
SNPs /Polymorphisms Cambioen el cDNA Camblo'en 2 Ex/In MAF* Grupo 1 Grupo 2
proteina
rs 12521020 c-11-123C>T In1 0.326 0.357 0.222
rs 10941579 C.70+120A>T In2 0.334 0.357 0.222
rs 6179 ¢.588A>G p.G186G Ex 6 0.336 0.321 0.277
rs 33972388 ©.785-58delG In7 Not available 0.727 0.667
rs 2973015 ¢.876-162A>G In 8 0.451 0.420 0.278
rs 6180 ¢.1630A>C p.I544L Ex 10 0.450 0.428 0.500
d3 Ex 3 deletion Ex 3 0.250 0.277

Polimorfismos de baja frecuencia en el gen GHR

En 2/13 (15%) pacientes del grupo 1, ambos del sexo masculino, se iden-
tificaron en heterocigosis 2 variantes alélicas del gen GHR de muy baja fre-
cuencia en la poblacion normal en los exones 7, 10, previamente descriptas
y expresadas in vitro (Goddard et al, N Engl J Med 1995 y lida et al. J Clin
Endocrinol Metab. 1999). Estas variantes fueron estudiadas también en 50
alelos de nifios normales de este proyecto para descartar que se trataran de
polimorfismos comunes en el gen GHR. Cabe destacar que estas variantes
alélicas del gen GHR fueron identificadas en dos pacientes que presentaron
GHBP (porcion soluble del dominio extracelular del receptor de GH) en el
rango inferior de lo normal.

En un nifio con TBI del grupo 2 se detecté una variante en heterocigosis
de muy baja frecuencia (rs34853905; Minor Allele Frequency according to
dbSNP-NCBI database: 0.0009). En este paciente, el cambio de una citocina
por una timina en el exén 10 (region codificante del dominio intracelular del
gen GHR) predice el cambio de una Arginina por una Cisteina (p.R386C).
Esta variante genética no se encontré en 42 alelos normales de la poblacién
local. El aminoacido afectado esta conservado en las distintas especies. Los
programas de evaluacion in silico predicen que el cambio es deletéreo (Muta-
lizer 2.0, Polyphen Il y Mutation Taster).

La tabla 3 muestra las caracteristicas auxoldgicas y bioquimicas de los
pacientes que, en el presente trabajo de investigacion, presentaron variantes
del gen GHR de baja frecuencia.
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Tabla 3.
Exdn 7 Exdon 10 Exon 10
Ex6n/Intrén Variante p.R229H p.C440F p-.R386C
del gen GHR (rs) rs6177 rs6182 rs34853905
MAF (DB SNPs-NCBI) 0.007 0.037 0.0009
SDS Talla -2.19 -2.62 -3.2
GH maxima 18.0 29.4 9.2
SDS IGF-I -0.76 -1.39 -0.41
SDS IGFBP-3 -1,36 -0.79
SDS ALS -0.66 -0.91 0.21
SDS GHBP -1.98 -1.81 -0.13
Frecuencia alélica en:
Normales 0/50 0/50 0/42
TBI| 1/26 (3,8%) 1/26 (3,8%) 1/26 (3,8%)

CONCLUSIONES

El empleo de la genética molecular del gen GHR en el presente estudio
ha permitido al identificacion de 2 portadores heterocigotas de variantes de
baja frecuencia en los exones 7 y 10 (previamente reportadas en la literatura)
en un subgrupo de nifios con TBI y marcadores bioquimicos de accion de GH
disminuidos. Interesantemente, también se identifico un paciente con TBl y
marcadores bioquimicos de accion de GH normales, que habitualmente no se
asocia a insensibilidad a la GH, que presenta una variante génica de muy baja
frecuencia. Ninguna de estas variantes fue detectada en un grupo de nifios
normales. Debido a que la variante p.R386C fue detectada en el exén 10 que
codifica para la porcion intracelular del GHR, un nivel de GHBP normal permi-
tiria orientar el estudio de este exén y regiones intrénicas adyacentes que codi-
fican para este dominio en pacientes TBI con sospecha de insensibilidad a la
accion de GH y fenotipo bioquimico de marcadores de accion de GH normales.

En nuestro estudio, la prevalencia de variantes genéticas de baja fre-
cuencia en el gen GHR en nifios con TBI fue del 11.5%, superior a lo reporta-
do en otras series clinicas.

Nuestros resultados sugieren que en sujetos con talla baja aparente-
mente idiopatica caracterizar los niveles séricos de los factores de crecimien-
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to GH-dependientes y sus proteinas transportadoras permite comprender la
fisiopatologia de la baja talla, sin embargo el hecho de que estos factores se
encuentren dentro de valores normales no descartan alteraciones molecula-
res en el gen GHR.



ECOEPIDEMIOLOGIA DE LA LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA
Y VISCERAL EN UNA COMUNIDAD DE POBLADORES
ORIGINARIOS DE EL IMPENETRABLE, TRES ISLETAS, CHACO,
EN COORDINACION CON EL SISTEMA DE SALUD LOCAL.

Juan Rosa, Parras Matias, Szelag Alejandro, Salomén OD1.
Instituto de Medicina Regional. Universidad Nacional del Nordeste. 'Instituto
Nacional de Medicina Tropical. Puerto Iguazu, Misiones.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad zoonética parasitaria causadas por
un protozoario del género Leishmania (Trypanosomatidae) intracelular obli-
gado en células del sistema reticulo endotelial (principalmente macréfagos) y
es transmitida por la picadura de la hembra de un diptero hematéfago (Phle-
botominae).

Esta enfermedad en sus formas clinicas Tegumentaria (LT), que afecta
piel y mucosasy la Visceral (LV) que compromete a 6érganos del sistema reti-
culoendotelial, esta ampliamente distribuidas en paises de climas tropicales
y subtropicales, generando verdaderos problemas sanitarios destacandola
entre las enfermedades emergente re-emergente?.

En América se extienden desde los 19°N (Méjico) hasta los 29°S en
Argentina donde la LT es endémica en nueve provincias comprendidas en
las regiones del NOA, NEA y Chaco con 40 a 90 casos/afio hasta los 80’s.
Desde entonces se presentaron brotes epidémicos hasta de 1400 casos/afo
cada vez mas frecuentes y dispersos, y desde el afio 2000 nuevos registros
de vectores potenciales se notificaron en las provincias de Cérdoba, Santa
Fe y Entre Rios. El reservorio de la LT en Argen-

tina no esta identificado, sin embargo, en la LV, el perro familiar (Canis
familiaris) demostrd ser un importante reservorio involucrado durante los
ciclos de transmision, similar a los ciclos endémicos/epidémico urbanos en
América. 2

El primer caso autoctono de LV fue en el 2006 en la provincia de Misio-
nes producido por Leishmania infantum (Syn chagasi). Actualmente existe
transmisién en Corrientes, Santiago del Estero, Formosa y Salta con 102
casos humanos acumulados, doce fallecidos (Servicio Nacional de Vigilancia
de la Salud, Ministerio de Salud de la Nacion) miles de casos caninos, y el

[318]
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vector Lutzomyia longipalpis, dispersandose hacia el sur3. De las 23 espe-
cies patégenas de Leishmania descriptas mundialmente, en Argentina circu-
lan cuatro: Le. (Viannia) braziliensis, Le. (Leishmania) amazonensis, Le. (V.)
guyanensis que son los agentes etioldgicos de las formas tegumentarias4.5.6
y Le. infantum (Syn. chagasi), de la forma visceral’.

De las 700 especies de flebotominos reconocidas en la naturaleza, al
menos 70 estan incriminadas como vectores potenciales de alguna Leishma-
nia. En la Argentina actualmente se citan 29 especies, de las cuales, tres se
hallaron naturalmente infectadas con Le. braziliensis: Lutzomyia neivai, Lu.
cortelezzii y Lu. whitmani en las provincias de Tucuman, Chaco y Misiones,
respectivamente y Lu. longipalpis infectada con Le. infantum en Misiones
(8,9). En todos los casos, son necesarios estudios de competencia vectorial
para confirmar su rol en el ciclo de transmision. Otras especies de fleb6tomos
se consideran probables vectores por asociacion o por abundancia en areas
de transmision activa como Lu. migonei, vector putativo de LV en la region
chaquena’0. Actualmente en la provincia del Chaco, el mapa de distribucién
esta conformado por ocho especies de Phlebotominae potenciales vectores
de LT,

La notificacion de casos humanos de Leishmaniasis Tegumentaria (LT) a
los sistemas de salud nacionales y provinciales se basan en la consulta volun-
taria, interpretandose que cada uno representaria la “punta del iceberg” desde
el punto de vista epidemioldgico. En la provincia del Chaco en particular, sin
consignar fecha de estudio, se refirié un brote epidémico de LT en la localidad
Cancha Larga, Departamento Libertador General San Martin, destacando las
actividades de los pobladores (hacheros) en contacto con parches de vegeta-
cion, pero sin mencionar la situacion de riesgo endémico?2. En 1996 se registrd
un brote de LT en General Vedia, Departamento Bermejo en pobladores del
area urbana capturandose Lu. neivai en estudios asociados al brote, destacan-
dose el riesgo de dispersion y nuevos brotes?s.

En el 2010 se demostré la presencia de Lu. longipalpis, vector de la LV,
a partir de trabajo sobre vigilancia de la LV en Chaco en coordinacién entre
Ministerio de Salud Publica de Nacion a través del Centro de Diagndstico e
Investigacion en Endemoepidemias (CeNDIE), Programa Nacional de Leish-
maniasis (PNL) y Ministerio de Salud Provincial.4

Al presente, no se registran antecedentes de estudios relacionados con
la busqueda activa de casos humanos de LT ni de LV. Por ello, teniendo en
cuenta la alta morbilidad de la leishmaniasis, la letalidad de la LV que alcanza
en humanos al 8-10% vy sin tratamiento al 90%, a la rapida dispersion que ha
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tenido hacia el sur el complejo vector-perro infectado, a la aparicién de perros
importados con LV en la provincia del Chaco (Resistencia y Machagay) y a
la transmision tipicamente urbana que adquirio en el Cono Sur, se iniciaron
estudios ecoepidemioldgicos de la LT y la vigilancia de la LV orientados a la
prevencion y al control vectorial.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y sitio de muestreo

La busqueda activa de casos humanos con leishmaniasis tegumentaria
y/o visceral y la captura de fleb6tomos se iniciaron en el mes de diciembre
de 2010 en el municipio Tres Isletas, (26°20'24"S, 60°25'54"0) ubicado en la
region centro norte provincial, en la franja transicional de las Sub Regiones
Distrito Chaco Oriental (himedo) y el Distrito Chaco Occidental (seco).

Busqueda activa de casos humanos de Leishmaniasis Tegumentaria
(LT) y Leishmaniasis Visceral (LV)

La busqueda activa de casos clinicos humanos compatibles con leis-
hmaniasis se realizd en coordinacion con el sistema de salud local. Los
puestos sanitarios de cada paraje conformaron las unidades de muestreo y
las familias correspondieron a las unidades de observacién. De esta forma
se aplico el muestreo probabilistico por conglomerados debido a la distan-
te distribucion espacial de las unidades de observacion y se determino el
numero de la muestra para realizar un muestreo sistematico.!® Las visitas
domiciliarias se realizaron en compafiia de un agente sanitario quien oficié
de intérprete ante pobladores originarios de la etnia Quom. Se desarrollé un
interrogatorio individual a las personas mayores de 15 afios y a los tutores de
nifios y jovenes de hasta 14 afios de edad. Para la identificacion de posibles
casos de LT (cutanea y/o mucocutanea) se aplicaron los criterios de inclu-
sion a toda persona con cicatrices compatibles con LT y/o Ulceras dérmicas
activas de mas de 30 dias de evolucion y sin respuesta al tratamiento médico
convencional. En el caso mucocutaneo, a aquellas con antecedentes de epis-
taxis y signos de flogosis y/o perforaciones del tabique nasal independiente-
mente del tiempo de evolucién y tratamientos convencionales previos. Para
la busqueda de casos de LV, se incluyeron a aquellos con sindrome febril
prolongado de origen desconocido de mas de 30 dias de evolucion con o sin
esplenomegalia y/o adenopatias.
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Captura de Phlebotominae

Se selecciond una vivienda habitada en el area rural, Paraje Lalelay
(26°20°22”S; 60°15'44”) por evidenciar caracteristicas de peor escenario por
presentar mayor probabilidad de desarrollo del ciclo biolégico del flebdto-
mo (gallineros, corrales, sombra vegetal, acumulacion de basura organica
entre otras). El ecotono se destaco por formaciones vegetales de bosque de
quebracho/palo santo (Schinopsis, Aspidosperma | Bulnesia) y cardonales
con evidente deforestacion y antropizacion del bosque. Se utilizaron tram-
pas luminosa tipo CDC'6 con permanencia de 12hs (19:00 a 07:00hs) con
frecuencia mensual de una noche. Se instalé una trampa a 1,5m de altura
del nivel del suelo en el domicilio (interior de la vivienda), en peridomicilio
(corrales de ganado caprino y porcino) hasta 10m de la vivienda y en bosque,
una trampa distante a 110m de la vivienda. Asimismo, en el bosque se ins-
talaron dos trampas en un arbol para realizar capturas en paralelo en base
y en altura, a 1,5m y 10m del suelo, respectivamente. Los ejemplares vivos
se separaron en recipientes adaptados para su transporte al laboratorio para
estudios de infeccion natural con Leishmania e identificacion taxonémica.!”

RESULTADOS Y COMENTARIOS

Busqueda activa de casos humanos de Leishmaniasis Tegumentaria
(LT) y Leishmaniasis Visceral (LV)

De los 15 puestos sanitarios existentes en el area rural de la localidad de
Tres Isletas, se realizaron las encuestas domiciliarias en los parajes Lalelay,
Caba-fiard y El Tacuruzal, distantes a 33, 30 y 41km del ejido urbano. En total
se registraron 220 familias y se visitaron 44, observandose a 215 individuos
cuya distribucién quinquenal se detalla en la Tabla 1 no habiéndose registra-
do casos humanos compatibles.

Fauna Phlebotominae

Desde diciembre de 2010 a diciembre de 2012 se capturaron seis espe-
cies de flebotominos: Lutzomyia migonei (82%), L. cortelezzii (2,4%), L. sallesi
(5%), complejo Cortelezzii: incluye a hembras de L. cortelezziiy L. sallesi de
morfologia similar (9%), L. neivai (0,3%), L. shannoni (0,1%) y Brumptomyia
brumpti (1,2%). En la distribucién mensual detallada en la Tabla 2, se des-
taca que Lutzomyia migonei fue la especie mas abundante, destacandose
en diciembre de 2011 (n=309) con promedios puntuales de temperatura y
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humedad relativa 31°C (39,3 y 22,6) y 32% (53 y 10), respectivamente. En los
meses de febrero y junio de 2011y abril, junio y septiembre de 2012 no se cap-
turaron fleb6tomos, coincidiendo con registros de temperatura y humedad
relativa promedios de 9,2°C (20,8 y -2,4) y 61% (99 y 23) para este mes y sin
datos en el mes de febrero por inconvenientes técnicos. La correlacion de la
distribucién de las especies de flebotominos con los ecotopos domicilio, peri-
domicilio y extradomicilio (altura y base), destacan a L. migoneiy L. comple-
Jjo cortelezzii como las mas abundantes. El peridomicilio fue el ecotopo con
mayor abundancia de flebotominos con predominio de L. migonei (n=301),
en tanto que en base y extradomicilio lo fue mayoritariamente a L. complejo
cortelezzii (n=38) y al resto de las especies (n=154). En cuanto a la variacion
estacional, se colectaron flebotominos en todas las estaciones anuales, des-
tacandose la mayor abundancia en verano y otofio del primer afio de captura,
mientras que el menor registro fue en el invierno del mismo periodo. Durante
el segundo afio de muestreo, los registros demostraron mayor abundancia en
primavera e invierno, respectivamente seguidos del otofio y verano. Los pro-
medios de registros de temperatura ambiente y humedad relativa marcaron
los valores mas elevados en otofio 20°C; 22°C y 74%;76%, respectivamente
en ambos periodos de estudio (Figura 1). En el invierno, los mayores registros
se dieron en la base con presencia de L. migoneiy L. complejo cortelezzii. En
primavera la mayor captura se registré en base y en extradomicilio, respec-
tivamente con presencia de L. complejo cortelezzii y en altura predomind L.
migonei. En el domicilio y peridomicilio, corral caprino (chivo) se capturaron
el resto de las especies en menor abundancia.

Infeccién natural

En total se disecaron 60 hembras de flebotominos y se confeccionaron
seis lotes de diez ejemplares cada uno segun especies y estrato: L. migo-
nei: 5 lotes (caprino: 3 y base: 2) y complejo Cortelezzii (incluye hembras de
L.cortelezzii-sallesi: 1 lote (altura). La hembras fueron disecadas individula-
mente bajo lupa estereoscdpica y observadas a 40X en microscopia optica
donde no se observaron flagelados intestinales. El material fue remitido al
centro de referencia nacional (Universidad Nacional de Misiones. Laborato-
rio de Biologia Molecular Aplicada. Facultad de Ciencias Exactas, Quimica
y Naturales) para su determinacion mediante la metodologia molecular de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR.

Los resultados, por una parte, de la busqueda activa destacan que no
se hallaron casos humanos de leishmaniasis tegumentaria y visceral en los
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parajes rurales estudiados, pero por otra parte se registraron flebétomos
potenciales vectores de esta parasitosis. En la distribucién y abundancia de
especies en el estrato de altura, predominan en abundancia L. migonei y
las del complejo L. cortelezzii en todas las estaciones del afio excepto en
invierno cuando se las hallaron en base. Este comportamiento podria deber-
se en el caso de las hembras, por la busqueda de algun animal como fuente
de alimentacion, y la presencia de los machos por atraccion hormonal a las
hembras, demostrados para L. longipalpis'8. Asimismo, la presencia de fle-
botomos en el estrato vertical, se justificarian por la influencia de los factores
abiodticos del ecotono como diferencia de temperatura entre base y altura,
humedad relativa, intensidad de la luz, entre otros™9.

La presencia de flebotominos, potenciales vectores de leishmaniasis en
la region de estudio en estratos horizontal y vertical, asociados a ambientes
antropicos, sustentan la base como herramienta para estudios epidemiolégi-
cos que involucren a la determinacion de la fuente de alimentacién sanguinea
del insecto transmisor y a identificar a los animales como probables reservo-
rios en el ciclo de transmision de la enfermedad.

Tabla 1: Total de la poblacion rural seguin edad y sexo en los parajes Lalelay, Caba-
Aard y El Tacuruzal. Tres Isletas, Chaco.

Sexo

Edad M F Total
0-4 10 18 28
5-9 19 10 29
10-14 4 17 21
15-19 9 12 21
20-24 11 6 17
25-29 9 7 16
30-34 3 9 12
35-39 6 2 8
40-44 4 4 8
45-49 6 3 9
50-54 5 5 10
55-59 9 5 14
60 - 64 4 2 6
65-69 4 3 7
70y mas 4 5 9
Total 107 108 215
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Tabla 2: Distribucion mensual de fleb6tomos capturados con trampa de luz tipo CDC.
Tres Isletas, Chaco. Diciembre 2010 — diciembre 2012.

Ao |2010 2011 2012

Mes | D |E|F|M|A[M|J[d[als]|o|N|D|E|F|{m[a[m]u]s]a]s|o|N]|D [Tota
L.migonei | 1 |24] 0|99 [69| 1|04 |13|17]23|38[309|16] 13|16 |0 |59]25|0 |83]0 |90 [32(34 966
LC‘;:;;?:Z'?;2120313 olo|2|4|1]10|27]1]|0|2]o]o|o|o|s]o]12|a]1|107
Lsallesi | 0 |4]0| 1 [2]o]o[t[ofololo]2s][1]2]2[o[1]0[ofo]o]e[o]0]s6
L.cortelezzi| 0 |0 [o| 1 |4 |ofo]o|o|2fofof12]1]5[0lo|1|oo|o]o|o|5]0]31
Lneivai | 0 [1]o]o]a]olololo]1|ofo|1]o]ofo]ojofo]a]ofo]o|o]o] 3
L. shannoni| 0 |0 |o| o |o|o|ofo]o]o]o]o]|2|ofo]olo]o]alo]ofo]o]ola] 2
B.brumpti | 0 |3 (0|3 |5|ofofolo|ofofof3]o]ofolofofoo|olo|o|a]o] 14
TOTAL | 3 [44]0|107|93] 1 |05 |15]24|24 48|378|19|20| 20| 0 |61[25|0 910 |111|55(35|1179

L: Lutzomyia, B: Brumptomyia, *incluyen hembras de morfologia similar de Lutzomyia sallesiy L.
cortelezzii, ts6lo machos, £s6lo machos

Figura 1: Distribucién estacional de flebétomos capturados segun promedios de varia-
bles climéticas.

350

300

250

g Total §

100

50

Verano

Otofio

Invierno

2011

Primavera

ESEEEE L. migonei

Verano

--m--Temperatura

otofio

invierno
2012

—&— Humedad

Primavera

80

+ 70

60

50

- a0

30

20

10

Humedad %

Temperatura °C




Fundacién Alberto J. Roemmers 325

RESUMEN

La notificacion de casos humanos de leishmaniasis tegumentaria y vis-
ceral en Argentina se basa en la consulta voluntaria del paciente generando
subregistros en el sistema de salud a pesar de ser una enfermedad de denun-
cia obligatoria. Por esta razén se aplico la busqueda activa de casos huma-
nos en el area rural de Tres Isletas, Chaco, perteneciente al area de transicion
fitogeografica de chaco seco y humedo. En base a fuentes secundarias de
base de datos de casos humanos registrados en el hospital regional, durante
dos afos consecutivos se realizé paralelamente la captura de fleb6tomos en
una vivienda habitada del area rural. No se observaron casos compatibles
con leishmaniasis tegumentaria o visceral en los parajes seleccionados por
estratos. Se registraron fleb6tomos capturados con trampas de luz de 12hs
de permanencia mensual en los estratos horizontales y verticales: Lutzomyia
migonei, L. complejo cortelezzii (incluyen hembras de L. cortelezziiy L. salle-
side morfologia similar), L. cortelezzii (s6lo machos), L. sallesi (s6lo machos),
L. neivai, L. shannoni'y Brumptomyia brumpti. Se destaco la abundancia de
L. migonei en todas las estaciones de los dos afios de estudio Este carece de
importancia epidemiolégica por no transmitir leishmaniasis. Las dos primeras
fueron implicadas en el ciclo de transmision por abundancia y antecedentes
epidemioldgicos.

ABSTRACT

The reporting of human cases of cutaneous and visceral leishmaniasis
in Argentina is based on the patient’s voluntary consultation generating sub-
fields in the health system despite being a registred illness. For this reason
we applied the active search for human cases in the rural area of Tres Isle-
tas, Chaco, belonging to the transition area of Chacoan phytogeographic dry
and wet regions. Based on secondary sources database of human cases in
the regional hospital for two consecutive years was conducted in parallel to
capture an inhabited dwelling sandflies in rural areas. There were no cases
support or visceral leishmaniasis in the selected sites by strata. Sandflies
were captured with light traps monthly residence 12pm in horizontal and
vertical strata: Lutzomyia migonei, L. cortelezzii complex (including females
and L. cortelezzii sallesi similar morphology), L. cortelezzii (males), L. sal-
lesi (males), L. neivai, L. shannoni and Brumptomyia brumpti. It emphasized
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the abundance of L. migonei in all seasons of the two years of study. This
epidemiological unimportant not transmits leishmaniasis. The first two were
involved in the transmission cycle of abundance and epidemiological history.
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ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO-MOLECULAR DE LA HIDATIDOSIS
EN MISIONES, ARGENTINA

Katherina Vizcaychipi, Natalia Macchiaroli, Marcela Alejandra Cucher,
Laura Prada, Mara Martinez, Laura Kamenetzky, Federico Camicia,
Gustavo Carballo, Antonio D’Alessandro, Mara Cecilia Rosenzuvit.
Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica IMPaM-UBA-CONICET.

INTRODUCCION

América del Sur es una de las regiones del mundo mas afectada por
la hidatidosis, una enfermedad parasitaria desatendida (WHO/DFID-AHP,
2006) de importancia en medicina humana y veterinaria. Esta zoonosis es
causada por el estadio larval (metacestode o quiste hidatidico) de peque-
fAos gusanos aplanados del género Echinococcus (familia Taeniidae) que
infectan a los canidos y félidos. Las tres formas clinicas de la enferme-
dad son la hidatidosis quistica causada por E. granulosus, la hidatidosis
alveolar causada por E. multilocularis y la hidatidosis poliquistica cuyos
agentes etiologicos son E. vogeli y E. oligarthrus..En las ultimas décadas
se reconocieron alrededor de 200 casos nuevos de hidatidosis poliquis-
tica causada por E. vogeli, desde Panama, Colombia y Venezuela hasta
Brasil y Peru (D’Alessandro y Rausch, 2008). La supervivencia de E. voge-
li depende de la relacion predador/presa entre Speotus venaticus (perro
grullero, zorro vinagre) y Cuniculus paca (aca), su presa predilecta. Estos
dos animales son, hasta ahora, los Unicos hospederos naturales conocidos
de E. vogeli. Ambos se encuentran distribuidos desde Colombia hasta la
zona de bosques tropicales de Peru, Bolivia, Paraguay, Brasil y norte de
Argentina (Driwa y col., 1977; Chebez y col., 2000). Los perros domésticos
son el puente entre el ciclo silvestre perro grullero—paca y la infeccion en
el hombre, debido a que durante las cacerias los perros son alimentados
por visceras de pacas. (Rausch y col.,21981). Teniendo en cuenta que la
provincia de Misiones esta cubierta por bosques tropicales, su cercania
geogréafica con la regién endémica de Brasil y la presencia simultanea de
perros grulleros y pacas (Vizcaychipi y col., 2007; Dematteo y col., 2008)
proponemos como hipotesis de este trabajo que la infeccion por E. vogeli
estaria presente.

[328]
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Por otro lado, E. granulosus esta compuesto por un conjunto de cepas o
genotipos, habiéndose identificado fehacientemente 9 genotipos del parasito
(G1-G8 y G10). La caracterizacion de las cepas contribuye tanto al conoci-
miento de la biologia del parasito como al control de la hidatidosis quistica
(Rosenzvity col., 1999 y Kamenetzky y col., 2002) dado que las mismas difie-
ren en factores tales como la infectividad hacia el hombre y antigenicidad de
moléculas utilizadas para el control, como por ejemplo moléculas vacunales
(Alvarez Rojas y col., 2013). En Argentina y otros paises de América del Sur
se ha descripto la presencia de 5 de estos genotipos, cuatro de ellos causan-
tes de infecciones en el hombre.

Las nueve regiones geograficas de Argentina registran casos de hida-
tidosis quistica. La provincia de Misiones, ubicada en la region mesopotami-
ca, carece de datos. Por este motivo, se propuso en este trabajo conocer la
situacion de la enfermedad hidatidica en dicha provincia, en hospedadores
definitivos e intermediarios, incluyendo los ciclos silvestres de transmision
del parasito.

Asimismo, se cuenta con muy pocos datos sobre la situacion de la hidati-
dosis en la region del Noroeste Argentino (NOA), en la cual las cabras, ovejas
y camélidos americanos podrian ser reservorios del parasito. Por otro lado,
dado que esta zoonosis es endémica en otras areas de América del Sur, como
las regiones montafiosas de Peru, se encuentran en marcha proyectos con-
juntos entre Argentina y Peru (Santibafiez y col., 2008) para realizar estudios
epidemioldgico-moleculares de la hidatidosis. Por este motivo, se dispone de
muestras de alpacas y cabras de cuatro Departamentos del pais andino. El
analisis molecular de dichas muestras permitird contar con una primera aproxi-
macion sobre las especies y genotipos causantes de hidatidosis en regiones
de geografia y actividad pecuaria similar al area de Alta Montafa del NOA.

Los datos obtenidos a partir de este estudio ayudaran al disefio de futu-
ras estrategias de salud publica y ambiental a nivel nacional y regional. El
analisis de muestras caprinas y de camélidos americanos permitira conocer
cudles son las especies/cepas que los infectan y su importancia para el man-
tenimiento de cepas infectivas para el hombre.

MATERIALES Y METODOS
A. Estudio en humanos

Se trabajo sobre poblaciones de zonas rural y urbana de dos localidades
de la provincia de Misiones.
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Zona Rural: La poblacion estudiada correspondié a los barrios: Florida
situado al Sur de la Ciudad de Eldorado y al Barrio Rural el Timbo, situado
al Sur Este de la Ciudad de Apdstoles. Ambos barrios se encuentran atrave-
sados por caminos vecinales de dificil acceso y circulacion en dias lluviosos.
Los pobladores viven en su mayoria en casas precarias con patios de tie-
rra, sin cercas divisorias, tienen servicio eléctrico pero carecen de sistemas
cloacales. La actividad econdmica esta basada en la agricultura, forestacion
y ganaderia. Siendo la caza de animales silvestres para consumo propio,
habitual en los pobladores estudiados.

Zona Urbana: La poblacion estudiada correspondié a pacientes que por
diversos motivos concurrieron a un laboratorio de analisis clinico de la ciudad
de Apostoles y que accedieron a formar parte del estudio.

De ambas zonas se estudiaron al azar un total de 35 personas, cuyas
edades oscilaron entre 6 y 84 afos, de ambos sexos (Tabla n°1). Las inves-
tigaciones llevadas a cabo sobre las personas se ajustaron a lo establecido
por la Declaracion Universal de los Derechos Humanos de 1948, las normas
éticas instituidas por el Codigo de Niremberg de 1947 y la Declaracion de
Helsinki de 1964 y sucesivas enmiendas y a lo normado por la Ley Nacional
25.326 de proteccion de datos de las personas

Tabla 1. Distribucion de la poblacién segun localidad estudiada. Provincia de Misio-
nes, Argentina.

LOCALIDAD ZONA (n) SEXO Masculino/Femenino
APOSTOLES RURAL 6 2/4
URBANA 4 31
ELDORADO RURAL 25 10/15
Total (N) 35 15/20

Instrumento de recoleccion de la informacion
Se utilizé un cuestionario constituido por preguntas de tipo dicotdmicas
y de respuestas multiples. Se realizé una visita previa con la finalidad de
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informar el objetivo del estudio obteniéndose su consentimiento por escrito y
proporcionando los datos que permitieron captar los aspectos: demograficos,
socioeconomicos — culturales y clinicos.

Serologia

Las muestras de sangre humana fueron obtenidas por puncion venosa y
fueron trasladadas para ser procesadas en el Departamento de Parasitologia
INEI ANLIS “Carlos G Malbran”, donde se realizaron las técnicas de IgG-ELISA
in house (valor de cut-off: 0,210; DO< 0,210: negativo; DO entre 0,211y 0,290:
indeterminado; DO = 0,290: positivo) y Western-blot in house (WB positivo:
visualizacion de las bandas inmunogénicas de 57 y 67 kDa, caracteristicas del
antigeno 5 de E. granulosus. Para ambas técnicas se utiliz6 como antigeno
liquido hidatidico total (LHT) de quistes ovinos segun Oriol y col. (1971).

B. ESTUDIO EN ANIMALES

Muestras de Bovinos

Se recibieron 3 quistes de origen bovino, con sospecha de hidatidosis.
Las visceras fueron recogidas el mismo dia que se llevo a cabo la faena y
colocadas en alcohol 70% para ser remitidas al Departamento de Parasitolo-
gia, acompafadas de su respectiva ficha de trazabilidad y datos epidemio-
l6gicos.

Muestras de roedor: Paca (Cunniculus paca)

Se recibieron muestras de visceras de 4 ejemplares de Cuniculus paca,
muertos por causa desconocida no traumatica, procedentes de la region cen-
tro oeste de Misiones, autopsiadas por la Dra. Marcia Hellou del INTA de
Cerro Azul. Sélo se encontraron quistes en higado, de un ejemplar de paca,
previamente recolectado en formol al 10%.

Muestras de roedor: Coendu (Sphiggurus spinosus)
Se recibié material de bazo, con presencia de quiste, conservado en
etanol 70%.

Muestras de camélidos americanos y cabras
Se recibieron muestras de arenilla y paredes quisticas de quistes obteni-
dos de alpacas de los departamentos de Ayacucho y Puno, Peru y cabras de
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los departamentos de Chinchay Lima, Peru. Estas muestras fueron remitidas
por Héctor Garcia y Saul Santibafiez de la Universidad de Cayetano Heredia,
Lima, Peru.

Obtencion y evaluacion de los quistes hidatidicos:

. Una vez llegadas al laboratorio, las muestras fueron procesadas de la
siguiente manera:

+  Se separo el quiste de la viscera.
+  Se determind su tamarfo y apariencia.

+ Todos los quistes fueron punzados, utilizando jeringas hipodérmicas
estériles.

*  Microscépicamente se los clasificd segun las caracteristicas que pre-
sentaba el liquido hidatidico, en: fértiles (con protoescdlices) o infértiles
(sin protoescalices).

* Una vez abiertos se observo el estado y aspecto de la membrana regis-
trandose el color y las caracteristicas del quiste.

* Los quistes calcificados y en mal estado no fueron procesados.

* Los quistes de paca y coendu preservados en formol al 10%, fueron
seccionados a4y 6 ym, coloreados con hematoxilina-eosina (HE), acido
periodico de Schiff (PAS), Gomory/Mallory/Mason para colageno y colo-
racion de Von Kossa para concreciones de calcio.

» Del aspirado obtenido de cada quiste se separaron dos fracciones: una
para ser utilizada en los analisis de biologia molecular y otra para analisis
morfomeétrico.

Estudio microscopico - morfométrico

Se observo el sedimento del liquido aspirado de los quistes al microsco-
pio de luz, en busca de ganchos rostelares y protoescolices. Para el anali-
sis morfométrico de los ganchos de la larva, se utilizé microscopio éptico
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con objetivo de inmersion (1000 x) y ocular micrométrico calibrado, segun
método de Rausch y col. (1978). Para el aclaramiento de los protoescolices y
mejor visualizacion de los ganchos se utilizé azul de algodén-lactofenol. En la
medicion de los ganchos se consideraron: la medida de longitud total de los
ganchos grandes (LTG), la de los ganchos pequefios (LTP) y la relaciéon por-
centual del tamafio hoja/mango. Todas las medidas incluidas en este trabajo
fueron realizadas por un unico operador.

ESTUDIOS MOLECULARES

Obtencion de ADN

El ADN gendmico fue extraido a partir de protoescolices o capa germi-
nal de los quistes hidatidicos mediante el kit MagNA Pure compact Nucleic
Acid Isolation I-ROCHE en el caso de quistes bovinos, o DNAeasy Tissue
Kit (QlAgen) para los quistes de cabras y alpacas, siguiendo protocolos de
extraccion de los fabricantes. La integridad y cantidad del ADN extraido se
realizé mediante electroforesis en gel de agarosa. Para los quistes de paca
que fueron conservados en formol al 10%, se intento la extraccion de ADN
utilizando los kits mencionados y otros protocolos de extraccion de ADN
como: fenol/cloroformo, lisis alcalina (Boubaker y col., 2013), y los protocolos
descriptos por Coura y col. (2005), Naidich y col. (2006); Hittner y col. (2008)
y Velazquez y col. (2011).

Ampilificacion del fragmento dCO1 especifico para E. granulosus

Esta reaccion se realizé como fue descripto por Cabrera y col. (2002) y
fue empleada en el caso de quistes de alpacas y de cabras para determinar
el origen de los mismos.

Determinacion de genotipo

El genotipo de E. granulosus fue determinado por secuenciacion de un
fragmento del gen codificante de la subnidad | de la citocromo c oxidasa
(CO1) como fue descripto previamente (Cucher et al., 2011). Las reacciones
de secuenciacion se realizaron en el servicio de secuenciacion de Macrogen
Korea (www.macrogen.com).
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RESULTADOS

Estudio en humanos

En las zonas estudiadas se observé que 2 de los 36 sueros analizados
(5.5%) presentaron serologia positiva para hidatidosis por las técnicas de
IgG-ELISA y WB (Figura 1). Ambos pacientes de sexo femenino, con edades
entre 8 y 10 afios, correspondientes a la zona rural de Apostoles.

c- PP o+t

Figura 1: Western blot realizado con los sueros de pacientes de Misiones, indicando
los sueros que resultaron positivos (P), el pool de sueros negativos utilizado como
control negativo (C-) y el pool de sueros positivos utilizado como control positivo (C+).
Las flechas indican el tamafio en kDa de las bandas sefialadas.

B. ESTUDIO EN ANIMALES

Quistes bovinos

Dos de los tres quistes de bovinos faenados en Misiones, procedian del
Departamento Santo Tomé, region nordeste de la provincia de Corrientes.
Sélo uno procedia de la region centro de la provincia de Misiones (Tabla 2).

Tabla 2. Procedencia y categorias de los bovinos. Ubicaciéon visceral, nUmero y tama-
fio de los quistes.

Ubicacién Tamaiio
Regién de Categoria visceral del N° de Aproximado
procedencia bovinos quiste quistes (cm) Condicion
Corrientes novillo higado 2 5,5 abscedados
Corrientes vaca pulmén 1 15 fértil

Misiones novillo pulmén 1 3 infértil
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Descripcion macro-microscopica del Quiste fértil de origen bovino,
categoria vaca.

El quiste de ubicacion pulmonar tenia un diametro aproximado de 15 cm,
superficie quistica externa de coloracién marrén amarillenta (Figura 2) y, al
corte, se advertia cavidad ocupada por abundante material liquido, blanco-
amarillento, observando membrana. La pared quistica poseia consistencia
firme, coloracion blanquecina; en la cara interna de la capsula se podian dis-
tinguir algunas areas de engrosamiento y superficie anfractuosa. Al micros-
copio se observaron abundantes protoescdlices, ganchos rostelares y cor-
pusculos calcareos.

Figura 2. Quiste pulmonar bovino, foto tomada en sala de faena.

Analisis morfométricos

Los valores promedios de la medicion de los ganchos rostelares de los
protoescolices fueron: LTG: 28,24 ym (26,11 — 30,15 pym); LTP: 22,31 ym
(19,58 — 25,33 um); relacion porcentual Hoja / Mango: 66,68 / 33,31, tamafio
promedio de protoescdolices: 90,82 um. Estas mediciones son compatibles
con E. granulosus.
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Estudios moleculares
Se logro amplificar s6lo uno de los tres quistes analizados (Figura: 3). El
genotipo resulté G1.

Quiste de paca

De las 4 pacas analizadas, solo en una se pudo observar en el higado
seis quistes redondeados de 2 a 3 cm de diametro, blanquecinos, turgentes
al tacto, con contenido liquido (Figura 3).

Figura 3: Presencia de quistes de E. vogeli en paca adulta, naturalmente infectada.
Provincia de Misiones.

Estudios histolégicos y morfométricos

Al corte transversal, se observé en el microscopio 6ptico que los quistes
contenian vesiculas proligeras fértiles con protoescélices y abundantes gan-
chos rostelares. En los cortes histologicos coloreados se observo reaccion
fibrosa colagena periquistica con infiltracion celular, capa laminar y germina-
tiva, esta ultima con vesiculas proligeras, protoescdlices, algunos necroticos,
corpusculos calcareos y ganchos dispersos (Figura 4).
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Figura 4. Corte de quiste de E. vogeli en paca. Se observan protoescolices, vesicula
proligera, membrana germinativa, reaccion colageno periquistica con infiltracion celu-
lar minima (coloracién hematoxilina-eosina)

Se midieron un total de 35 ganchos rostelares de los protoescolices,
obteniéndose los siguientes valores promedios: LTG: 42,8 ym (40-45,5 ym);
LTP: 33,5um (30-35,5um). La proporcion de la hoja y el mango fueron 68%
y 30% del largo total del gancho, observandose la hoja en forma de garra
(Figura 5). Estas mediciones son compatibles con la especie E. vogeli. Para
comparar los resultados obtenidos, se realizaron mediciones de los ganchos
de protoescodlices de E. granulosus, genotipo G7 (cepa cerdo). Los valores
de LTG obtenidos en ete caso fueron de LTG: 25 a 31 ym (promedio: 28,9
pm) y LTP, de 20 a 24 ym (promedio: 21,9 ym). Para el analisis estadistico
de longitud de ganchos entre ambas especies se utilizo un t-test de Student
para muestras independientes. Se verifico la normalidad de la distribucion de
las muestras con el test de Shapiro-Wilk (p > 0.05) y la homogeneidad de las
variancias con el test de Levenne (p> 0.05). La comparacién estadistica de
los promedios de los ganchos grandes y chicos entre ambas especies mostro
diferencias estadisticamente significativas (t test; p<0.0001).
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Figura 5. Ganchos rostelares de protoescolices de E. vogeli de paca, grandes (a) y
pequefos (b). Ganchos de E. granulosus en los que se observa su menor longitud
respecto a los de E. vogeli (c). Aumento 1000X.

Estudios moleculares

Si bien se intentaron diversos métodos de obtencién y de amplificacion
de ADN (varias condiciones de PCR y Nested PCR), no se logro amplificar
ADN de E. vogeli.

Quiste de coendu

Se observé en bazo un quiste blanquecino, sdlido al tacto, de masa
homogénea y bordes irregulares. Al estudio por microscopia 6ptica no se
observaron estructuras compatibles con Echinococcus spp. A los cortes
coloreados con HE se pudo observar: pared quistica fibrosa granulomatosa
con proceso inflamatorio crénico agudizado y necrosis central y depdsitos de
pigmentos vinculables a hemorragia residual. Se concluyé que el origen del
quiste proviene de un proceso inflamatorio posiblemente bacteriano, que se
quistificd, y no de origen parasitario.

Quistes de alpacas y cabras de Peru

Fue amplificado el ADN de las 42 muestras estudiadas (100%). Diesiciete aislamientos
(40.5%) fueron identificados como E. granulosus genotipo G1, 11 (26.2%) como G6
y 14 (33.3%) como no pertenecientes a Echinococcus spp. (Tabla 3). Estos ultimos
mostraron una identidad nucleotidica >80% con un fragmento del gen COI de Taenia
hydatigena (JF261330.1).
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Tabla 3: Hospedero intermediario, origen geografico y fertilidad de 42 aislamientos de
quistes analizados por PCR dCO1 especifica de E. granulosus, secuenciacion CO1y
el genotipo obtenido.

PCR diferencial
Origen (identificacion
Codigo | Hospedero | geografico | Fertilidad de E. granulosus) Genotipo
EgAL1 Alpaca Ayacucho - + G1
EgAL2 Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL3 Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL4 Alpaca Ayacucho - + G1
EgALS Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL6B Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL7 Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL8 Alpaca Ayacucho - + G1
EgAL9 Alpaca Puno + + G1
EgAL10 Alpaca Ayacucho + + G6
EgAL11 Alpaca Ayacucho + + G6
EgAL12 Alpaca Ayacucho + + G1
EgAL13 Alpaca Puno - + G1
EgGO1 Goat Ica - + G1
EgG0O2 Goat Ica - + G1
EgGO3 Goat Ica - + G1
EgGO4 Goat Ica + + G1
EgGO5 Goat Lima + + G1
EgGO6 Goat Lima - + G1
EgGO7 Goat Ica - + G6
EgGO8 Goat Ica + + G6
EgGO9 Goat Lima - + G6
EgGO10 Goat Lima + + G6
EgGO11 Goat Lima + + G6
EgGO12 Goat Lima + + G6
EgGO13 Goat Lima - + G6
EgGO14 Goat Lima - + G6
EgGO15 Goat Lima + + G6
NoEgAl1 Alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI2 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI3 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAIl4 alpaca Ayacucho - - noE
NoEgAI5 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI6 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI7 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI8 alpaca Ayacucho - - noE
NoEgAI9 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI10 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI11 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAI12 alpaca Ayacucho - - noE
NoEgAI13 alpaca Ayacucho - - no E
NoEgAIl14 alpaca Ayacucho - - no E

*No Eg: aislamientos cuya secuencia CO1 no es compatible con Echinococcus spp.
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En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para los aislamientos
compatibles con E. granulosus. Puede observarse que en alpacas el genoti-
po predominante es G1y que en cabras es el G6. Ambos genotipos producen
quistes fértiles tanto en alpacas como en cabras.

Tabla 4: Hospedero intermediario, numero de aislamientos, fertilidad y genotipo de
32 aislamientos de quistes analizados por PCR dCO1 especifica de E. granulosus,
secuenciacion CO1 y el genotipo obtenido.

Hospedero Numero de aislamientos Genotipo Cociente de Fertilidad "
alpaca 12 G1 8/12
alpaca 1 G6 17
cabra 6 G1 2/6
cabra 13 G6 9/13

“Cociente de fertilidad: nimero de quistes fértiles/nimero de quistes totales.

DISCUSION

En este trabajo se ha mostrado, por primera vez, la presencia de E. voge-
li en Argentina. Hasta el momento, su presencia no habia sido reportada a
pesar de que en la Provincia de Misiones, las condiciones climaticas y la
presencia tanto del hospedero intermediario (paca) como del definitivo (perro
grullero) sugerian que podria estar presente. La apariencia de los quistes
obtenidos de higado de paca, la presencia de protoescélices, capa germinal
y adventicia, asi como la longitud de los ganchos rostelares, muestran inequi-
vocamente que dichos quistes pertenecen a E. vogeli. Este hallazgo ha sido
reportado en la revista Medicina (Vizkaychipi y col., 2013). Por otro lado, se
ha mostrado que en Misiones, Argentina, se faenan quistes hidatidicos pro-
ducidos por E. granulosus y que en humanos, existe un 5.5% de prevalencia
determinada por serologia. Estos resultados sugieren que debe tenerse en
cuenta la presencia de mas de una especie de Echinococcus spp.: E. vogeliy
E. granulosus en la provincia de Misiones, datos que resultan de importancia
para la Salud Publica de nuestro pais.

Ademas, como una primera aproximacion al estudio epidemiolégico de
la hidatidosis en regiones de geografia similar a la del NOA, se determind
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que en Perq, las cabras estan infectadas principalmente por E. granulosus
genotipo G6 y en menor medida por G1. Este resultado coincide con lo obser-
vado por Soriano y col (2010) en la provincia de Neuquén. Este es uno de los
primeros reportes en donde se genotipifican quistes hidatidicos de camélidos
americanos y el primero en que se muestra que el genotipo G6 puede infec-
tarlos. Previamente Sanchez y col. (2012) mostraron que 4 quistes provenien-
tes de alpacas de Peru pertenecian al genotipo G1. Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran que tanto las alpacas como las cabras deben ser
tenidas en cuenta en los programas de control de la hidatidosis ya que ambas
pueden estar infectadas por genotipos que producen hidatidosis quistica en
el hombre (Santivafiez y col., 2008).
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ABSTRACT

Hydatid disease is a neglected zoonosis that affects human and animal
health, being endemic in several regions of South America. It is caused by
platyhelminth parasites of the genus Echinococcus. In Misiones, Argentina,
very little was known about the Echinococcus species/genotypes present
in humans and animals. We used morphological and molecular methods to
study the situation of hydatid disease in this province. The results obtained
showed for the first time that Echinococcus vogeli is present in Argentina. Its
presence had not been reported before, even though the climatic conditions
and the presence of intermediate and definitive hosts suggested that the para-
site could be present in Misiones. In addition, we showed that in this province,
animals harbouring Echinococcus granulosus hydatid cysts are slaughtered
and determined 5.5% prevalence of hydatid disease in humans by serological
tools. Additionally, since there was a great interest to study hydatid disease
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in other endemic countries of South America, we have received several cysts
of goat and American camelids from mountainous regions from Peru. The
results suggest that goats are infected by E. granulosus G6 genotype and,
in a less extent, by the G1 genotype; while alpacas were shown to be mainly
infected by E. granulosus G1 and in minor proportion by E. granulosus G6.,
being both genotypes able to produce hydatid disease in humans. The results
of this work will help to the design of Public Health and environmental strate-
gies at the national and regional levels, allowing to improve hydatid disease
control.
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INTERACCION ENTRE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION
RUNX1Y FOXP3: POTENCIAL MECANISMO DE REGULACION
DE LA EXPRESION DE ONCOGENES EN GLANDULA
MAMARIA NORMAL Y TUMORAL
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INFORME FINAL

Introduccion

La capacidad de predecir el comportamiento de los tumores sélidos
nos permite seleccionar tratamientos mas acertados y mejores estrategias
para el seguimiento y la cura de la enfermedad. Usualmente, el volumen
tumoral, la deteccion de metastasis en los ganglios centinelas y los patro-
nes histoloégicos son usados como herramienta para determinar el pronos-
tico de la enfermedad, su tratamiento o incluso la posibilidad de recidivas.
El descubrimiento de numerosos marcadores genéticos y alteraciones bio-
quimicas en diversos tumores dio lugar a la era molecular de los factores
de prondstico. Muchos de estos cambios moleculares son determinantes
en las caracteristicas bioldgicas relevantes del tumor, como alta tasa de
proliferacion, invasividad, metastasis, etc. El cancer de mama es considera-
do, en gran parte, el resultado de la acumulacion de mdltiples alteraciones
genéticas que dan lugar a la pérdida de genes supresores de tumor y/o a
la sobre-expresidon de oncogenes. En nuestro laboratorio, liderado por la
Dra Kordon, hemos reportado la insercion del virus MMTYV rio arriba del
gen RSPO3 en tumores mamarios y observado que esta mutacion induce
la sobre-expresion de dicho gen en estas neoplasias. Datos de nuestro
laboratorio revelan que esta proteina es capaz de inducir la formacion de
focos y de formar colonias cuando es sobre-expresado en células normales
NIH3T3. Finalmente, células epiteliales mamarias normales de raton trans-
fectadas con un vector de expresién conteniendo la secuencia completa
de RSPQO3 tienen la capacidad de establecer tumores al ser inoculadas en
ratones singeneicos .Con el objetivo de explorar los mediadores involucra-
dos en la regulacion de la expresion de RSPO3 en epitelio mamario, anali-
zamos su secuencia promotora en busqueda de potenciales sitios de unién

[344]
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para factores de transcripcién. Como resultado obtuvimos 3 sitios putativos
para la actividad transcripcional de RUNX1. RUNX1 pertenece a una familia
de factores de transcripcion (RUNX) que han sido descriptos como regula-
dores esenciales del desarrollo celular pero su funcionalidad durante la pro-
gresion tumoral no ha sido aun completamente dilucidada dado que varia
segun el contexto molecular. Se los ha encontrado asociados principalmen-
te en la hematopoyesis embrionaria y profundamente involucrados en la
generacion de leucemias. Sakaguchi y colaboradores demostraron que
RUNX1 activa genes determinantes durante la regulacion de la respuesta
inmune mediada por linfocitos T. En ese trabajo analizan la inhibicion de
la actividad de RUNX1 mediada por la interaccion proteica con FOXP3 en
linfocitos T regulatorios. Ellos describen que la presencia de FOXP3 activo
determina la generacién de linfocitos T regulatorios mediante el bloqueo de
la actividad de RUNX1, el cual regula la transcripcion de genes relevantes
de la subpoblacion de linfocitos T (CD4). Por otro lado, Liu y colaboradores
describieron que el factor de transcripcion FOXP3 actia como gen supre-
sor de tumor de mama al inhibir directamente la expresion del oncogen
Erb2 y SKP2. En su trabajo describen que las células epiteliales normales
expresan altos niveles de FOXP3 comparado con las células tumorales de
mama. Nuestro analisis in silico de la zona promotora de RSPO3 reveld la
ausencia de potenciales sitios de interaccion para la actividad supresora de
FOXP3 en su secuencia regulatoria. Por lo dicho anteriormente, conside-
ramos muy interesante investigar los posibles mecanismos de regulacion
de la expresion génica de proteinas generadoras de tumores de mama, en
particular el oncogen RSPO3, a través de la interaccion de dos factores
de transcripcion, RUNX1 y FOXP3. El conocimiento de estos mecanismos
nos permitira establecer nuevos marcadores y estrategias para combatir la
progresion del cancer de mama.

Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio muestran que
existe una correlacion inversa entre la expresion de RSPO3 y FOXP3 en célu-
las mamarias normales, mientras que los niveles de expresién de RUNX1 no
se verian modificados en células mamarias normales y tumorales. Ademas
hemos demostrado que RUNX1 es capaz de unirse a la zona promotora de
RSPO3 sugiriendo una posible participacion en la regulacion de su transcrip-
cién. Teniendo en cuenta que la secuencia promotora de RSPO3 presenta
sitios putativos para el factor de transcripcion RUNX1, pero no para FOXP3 y
que este ultimo es capaz de inhibir (a través del contacto proteina-proteina)
la actividad de RUNX1, nosotros proponemos que la actividad supresora de
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FOXP3 en tumores mamarios no se limitaria a su accioén directa sobre deter-
minados promotores, sino también a la accidn indirecta, por el bloqueo de
otros factores de transcripcion como RUNX1.

& Foxp3
Epitelio mamario Runx1

I ‘ |—x—~ RSPO3
norma ey
Epitelio mamario *

tumoral Runx1

RSPO3
L
® B3

Los objetivos especificos a concretar fueron:

1-Investigar la capacidad de RUNX1 de activar la transcripcion de genes
relevantes durante la tumorigénesis mamaria, particularmente RSPO3.

2-Analizar la capacidad del factor de transcripcion FOXP3 de modular la
actividad transcripcional de RUNX1 en células epiteliales mamarias.

3-Determinar los efectos de modificar el balance FOXP3/RUNX1 en la
expresion de genes blanco como Rspo3 y en el desarrollo tumoral.

RESULTADOS

Analisis de la expresion de RSPO3 en mama normal y tumoral
humana:

Con el objetivo de evaluar si RSPO3 esta alterado en mama tumoral
evaluamos su nivel de expresion mediante la técnica qPCR. Para ello uti-
lizamos muestras de glandula mamaria normal humana extraidas a través
de mamoplastias, extrajimos RNAI y realizamos trascripcion reversa para
generar cDNA. A partir de muestras de tejidos de tumores mamarios conge-
lados realizamos el mismo procedimiento para obtener cDNA. Ambos tipos
de muestras fueron cedidos por la Dra Cathrin Brisken, EPFL, Lausanne,
Suiza. La figura 1 (a-d) nos muestra que, contrario a lo esperado, los tejidos
normales expresan grandes cantidades de RSPO3 comparadas con los teji-
dos normales.
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Dado que la glandula mamaria posee en su arquitectura varias subpobla-
ciones celulares separamos estos componentes utilizando marcadores espe-
cificos mediante la técnica de cell sorting. En la figura 2 (a) podemos observar
que son las células estromales y no las epiteliales aquellas que expresan altos
niveles de RSPO3, mientras que en las las epiteliales es significativamente
menor. En la figura 3 podemos ver niveles comparativos variables de RSPO3
en todos los tipos celulares comparados con el tejido tumoral. Estos resultados
explican por qué encontramos esa diferencia al trabajar con tejidos normales
completos, mientras que los tejidos tumorales son mayormente epiteliales.

Figura 3. Estroma: células estromales. Myo: células mioepiteliales. Luminal: células

luminales.
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La figura 4 muestra los niveles comparativos de RSPO3 en células nor-
males (stroma, myo y lumi) comparadas con las tumorales. En este ejemplo
puede verse que las células estromales expresan altos niveles de RSPO3
comparado con el resto de las muestras. Durante el 2do afio intentaremos
dilucidar mas caracteristicas de la glandula mamaria normal para poder esta-
blecer un patrén normal/tumoral en la expresion de RSPO3 en humanos.

Figura 4
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Evaluacion de la expresion de Runx1 y Foxp3 en diferentes estadios
de glandula mamaria de ratéon

En consecuencia con los resultados mostrados en humanos decidimos
planificar para el 2do afio la tincion por inmunohistoquimica de RSPO3 en
tejidos de glandula mamaria normal y tumoral de raton. Ademas, dado que
RUNX1 y FOXP3 también se expresan en tejidos inmunoldgicos, la realiza-
cion de qPCR a partir de glandula mamaria completa podria dar lugar a falsos
positivos debido a la presencia de células inmunes infiltrantes, especialmente
en el estadio de involucién mamaria post-lactancia. Por lo tanto también rea-
lizaremos inmunohistoquimica para evaluar la presencia y localizacion de la
expresion de estos genes.

Estudio de la expresion de Rspo3 mediante la actividad
transcripcional de Runx1

Con el objetivo de evaluar si Runx1 endégeno es capaz de unirse al
promotor de Rspo3, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de la cro-
matina (ChlP) en la linea mamaria tumoral murina LM3. La figura 1 muestra
que Runx1 endégeno es capaz de unirse al promotor de Rspo3 en un con-
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texto fisiologico, confirmando lo predicho por el ensayo de gelshift realizado
previamente en el laboratorio (ver presentacion a carrera).

Figura 1. Ensayo de Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChIP) en células LM3. Se
compara la unién al promotor de Rspo3 utilizando un anticuerpo especifico contra Runx1
o un anticuerpo contra IgG de ratén. N=4 y cambio mayor a 10 veces entre Runx1 e IgG.

ChIPRspo3

= Runx1

% de Input

uigG

RSPO3

Para explorar si la interaccion de RUNX1 con el promotor de RSPO3 es
funcional se realizaron los siguientes experimentos:

» Células epiteliales normales de mama murina (linea celular SCP2)
fueron transfectadas con un vector de expresion conteniendo la secuencia
completa de cDNA de RUNX1 bajo el control del promotor CMV (gentilmen-
te cedido por el Dr Lucio Castilla, UMASS, USA). En la Figura 2 podemos
obervar que el aumento de la expresién de RUNX1 esta acompafiado por un
aumento en la expresion de RSPO3.

PcDNA3 pcRUNX1

ACTIN ——

RUNXT—>

FLAG —

-

Figura 2: WB de células transfectadas con vector vacio (pcDNAS3) o vector de expre-
sion de RUNX1 (pcRUNX1). Flag control positivo de transfeccion con Runx1 exégeno.
Asterisco representa bandas inespecificas.
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* Células epiteliales tumorales de mama murina (linea celular LM3) fueron
transfectadas con un vector de expresion conteniendo la secuencia truncada
de Runx1 (gentilmente cedido por Dr Lucio Castilla, UMASS, USA). Este plas-
mido contiene una version de la secuencia de RUNX1 con un codon STOP
en la region codificante para la zona de transactivacion. De esta manera, una
vez expresado en la célula tumoral, esta proteina truncada heterodimeriza
con la proteina salvaje RUNX1 bloqueando su actividad transcripcional. Es
decir, funciona como un dominante negativo (DN). Mediante la co-transfec-
cién de un vector reportero conteniendo la secuencia de pegado de Runx1
rio arriba del gen luciferasa pudimos corroborar una disminucion cercana al
50% de su actividad transcipcional (Figura 3a). Finalmente, la disminucion
de la actividad transcripional de Runx1 fue acompafiada por una disminucién
de la expresion de RSPO3 en esta linea tumoral tanto en extractos proteicos
totales (ET) (Figura 3b) como en los medios condicionados generados por
las celulas transfectadas (Figura 3c). Actualmente estos mismos ensayos se
estan desarrollando en otra linea tumoral de mama murina, SCGB6.

Figura 3: a) Actividad transcripcional de Runx1; b) WB de RSPO3 en extractos totales
(ET); ¢c) WB de RSPO3 en medios condicionados (MC). Estos resultados sugieren
que Runx1 es capaz de modular, directa o indirectamente, la expresion del oncogen
RSPo3 en mama normal y tumoral.

a b c

8 12 ET

2 M DN V

G U8

= - wwes Actina * DN C M
<

- RSPO3

conlry DN

Lus/b-g

El siguiente paso consistié en evaluar si la disminucion en la actividad
de Runx1 y su consecuente disminucion en la expresion de RSPO3 tiene un
efecto en la actividad funcional (proliferacion, muerte, capacidad migratoria)
de la célula tumoral. La disminucion de la actividad de Runx1 no produjo un
cambio fenotipo observable en las células tratadas al compararlas con las
células control, mientras que el nimero de células si se vio reducido compa-
rado con las células control (figura 4).
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Figura 4. Cuantificacion del numero de células LM3 luego de la transfeccion con el
plasmido DN Runx1 (DN) y su respectivo control (V). Se contaron las células al micros-
copio antes y después de la transfeccion en 5 experimentos independientes (N=5) y
Prueba T con p=0,0007
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Figura 5: Izquierda, histograma representativo (PFA: paraformaldehido usado como
control positivo, Vacio: (V) vector vacio) y DN: vector conteniendo dominante negati-
vo). Derecha: gréfico de
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En la figura 5 podemos observar que esta reduccion en el numero de
células no se debe a un aumento en los niveles de apoptosis.

Este resultado sugiere que la disminucién en la actividad de Runx1 podria
estar afectando el ciclo celular de LM3 reduciendo su capacidad de prolife-
racion. Mas experimentos son necesarios para confirmar esta afirmacion.
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La capacidad migratoria de la célula tumoral es una caracteristica rele-
vante que define la posibilidad de hacer metastasis. Con el objetivo de inves-
tigar si Runx1 tiene alguna participacion en este proceso realizamos ensayos
de migracién por medio de la técnica de cierre de la herida. Como se muestra
en la figura 6, el bloqueo de la actividad de Runx1 disminuye significativa-
mente la capacidad de migracién de las células LM3.

Figura 7. Ensayo de migracion en células LM3 luego de la transfeccion con el DN de
Runx1. a-Foto representativa del ensayo de migracion (células control sin transfectar,
células transfectadas con plasmido Vacio o plasmido DN Runx1) al tiempo inicial y al
tiempo final. b-Cuantificacion y estadistica, n=4 y ANOVA de 1 factor con contrastes a
priori Cvs V p>0,05,CyVvs

Tiempo inicial (Ohs)

Tiempo Final (20hs)

Este resultado sugiere que Runx1 podria estar modulando la capaci-
dad migratoria de las células LM3. Mas experimentos son necesarios para
analizar el mecanismo utilizado.

Evaluacion de la interaccion y localizacion de Runx1 y Foxp3

Como fue explicado en la introduccion, Sakaguchi y colaboradores
demostraron que las células T regulatorias, que expresan RUNX1 y FOXP3,
tienen la capacidad de bloquear la actividad transcripcional de RUNX1 a tra-
vés de la interaccion fisica con FOXP3. Esta interaccion proteinaproteina
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inhibe a RUNX1 polarizando a la célula hacia un fenotipo inhibitorio en el con-
texto inmunoldgico. Con el objetivo de explorar si la intereaccién entre Runx1
y Foxp3 también ocurre en células de mama normal realizamos ensayos de
co-inmunoprecpitacién. En la Figura 8 mostramos la capacidad de RUNX1
y FOXP3 de interaccionar fisicamente in vivo en células epiteliales normales
murinas (SCP2). A través de tinciones y observacion en confocal demostra-
mos que esta interaccion podria estar ocurriendo en el nucleo (Figura 9).

Figura 8: PrelP: extracto proteico previo a la incubacion con el anticuerpo especi-
fico anti-FOXP3; SN: sobrenadante conteniendo extracto proteico post-incubacion
con anti-FOXP3; IP: extracto proteico conteniendo las proteinas precipitadas unidas
a FOXP3.

PrelP SN IP
- =+ <= 4+ gFoxP3

RUNX1 B i -

FOXP3 * o .

Figura 9. A) Tincion de nucleos con DAPI B) Tincidn de citoesqueleto con faloidina C)
Tincion de FOXP3 D) Tincién de RUNX1 E) Merge o superposicion de imagenes c+d.
F) Amplificacion del inset INHIBICION DE LA EXPRESION DEFOXP3

&
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Para evaluar la capacidad de FOXP3 de modular la expresion de genes
regulados por RUNX1 en mama normal, bloqueamos in vitro la expresion de
FOXP3 en un modelo murino. Para ello transfectamos en forma transciente la
linea de epitelio normal de mama SCP2 con un RNAI especifico para FOXP3 o
RNAI control (Invitrogen). La figura 10 (a) muestra que el RNAI es eficiente en
disminuir los niveles de expresion de FOXP3 comparado con el RNAI control
(9PCR). La figura 10 b muestra que los niveles de expresion de Runx1 no se
ven alterados frente a la disminucién de FOXP3, mientras que la ¢ yd mues-
tran que la disminucion de la expresion de FOXP3 se ve acompafada por un
aumento en los niveles de expresion de RSPO3 (RT-PCT y WB. Por otro lado,
ha sido demostrado que la droga anisomicina es capaz de aumentar los niveles
de Foxp3 en células epiteliales“. La figura 10 ¢ muestra que cuando las células
LM3 son tratadas con esta droga los niveles de expresion de RSPO3 se ven
aumentados (RT-PCR).

Figura 10: a-b) gPCR de FOXP3 y de RUNX1; c) RT-PCR de RSPO3 y Actina; d) WB
de RSPO3 y actina, y cuantificacion de la densitometria de d).
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Estos resultados sugieren que FOXP3 podria estar regulando la
actividad transcripcional de RUNX1 y de esta manera alterar la expre-
sion de RSPO3.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
1) RSPO3 se expresa solo en células epiteliales mamarias tumorales

(humanas y murinas). 2) Runx1 es capaz de unirse al promotor de RSPO3
y regular positivamente su transcripcion en células tumorales murinas 3) La
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falta de actividad transcripcional de Runx1 reduce la proliferaciéon y migracion
tumoral, sin inducir apoptosis. 4) Runx1 y Foxp3 son capaces de interaccio-
nar en el nacleo de una célula epitelial normal murina 5) Foxp3 reprime la
transcripcion de RSPO3 en células epiteliales mamarias murinas normales.
Estos resultados estan incluidos en un manuscrito que sera enviado a
fines de este afio a una revista especializada en investigacién oncoldgica.
Actualmente estamos finalizando un ultimo experimento que conecta la activi-
dad transcripcional de Runx1 con la actividad supresora de FOxp3. Resultados
preliminares de nuestro laboratorio indican que al reducir los niveles de expre-
sion de Foxp3 en células epiteliales normales (siRNA) los niveles de actividad
de Runx1 (medidos con un reportero de la actividad transcripcional de Runx1
cedido gentilmente por Dr Lanja Vazarevic del NIH, USA) son reducidos.

PRESENTACIONES A CONGRESO DURANTE EL PERIODO:

1. Estudio de runx1 como potencial regulador de tumorigénesis en
glandula mamaria. MS Recouvreux, L Rocha-Viegas, E Kordon, P
Echeverria, N Rubinstein. (Poster, Congreso SAIC 2011. Mar del Plata,
Argentina).

2. Laexpresionde r-spondin 3 se asocia con los niveles de beta-cate-
nina en células mamarias. Tocci J, Goddio M, Rubinstein N, Tanos T,
Brisken C, Kordon E. Poster, Congreso SAIC 2011. Mar del Plata, Argen-
tina.

3. Runx1 and Foxp3 interaction: potential mechanism of oncogene
regulation in mammary gland. MS Recouvreux, E Grasso, P Echeve-
rria, L Castilla, E Kordon, N Rubinstein. SISTAM, the First South Ameri-
can Spring Symposium in Signal Transduction and Molecular Medicine.
Los Cocos, Cérdoba -October 2010.

TESINA DIRIGIDA EN EL MARCO DE ESTE PROYECTO:

2010-2012 Licenciatura en Ciencias Biolégicas (FCEN-UBA) de la estu-
diante Sol Recouvreux. Titulo: Participaciéon de los factores de transcripcion
Runx1 y Foxp3 en un potencial mecanismo de regulacion de la expresion de
oncogenes en glandula mamaria. Calificacion: 10.

Este proyecto dio lugar a la obtencion de la prestigiosa beca UBA
Estimulo para desarrollar la tesina de Licenciatura en Ciencias Biolégi-
cas de la estudiante Sol Recouvreux. (07-2011/122012) bajo la direccion de
Natalia Rubinstein.



EVALUACION DE LA LECTINA LIGADORA DE MANOSA (MBL)
EN LA EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES INTERNADOS
CON CONFIRMACION DE INFECCION POR H1N1 2009

Ruvinsky Silvina, Gurevich Juan, Monaco Andrea, PerezGuadalupe, Sen
Luisa, Bologna Rosa, Mangano Andrea
Hospital de Pediatria Dr. Juan P. Garrahan

INTRODUCCION:

Los virus de Influenza A pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y sus
subtipos se los denomina de acuerdo a la hemaglutinina (H) y neuraminidasa
(N). Al presente se han descripto 16 subtipos HA (H1-H16) y 9 NA (N1-N9).
Estos virus presentan una estructura compleja y estan recubiertos por una
membrana lipidica que proviene de la célula hospedadora. Esta envoltura
alberga a la hemaglutinina, neuraminidasa y a las proteinas M2 que se pro-
yectan desde la superficie del virus’

El virus de la Influenza A H1N1 usualmente afecta a cerdos pero ocasio-
nalmente cruza las barreras de las especies y produce infeccion en huma-
nosz.3.

La pandemia que se inici6 en Marzo del 2009 fue causada por un virus
de Influenza A (H1N1) que no habia sido reconocido previamente en cer-
dos o humanos, aunque 6 de sus 8 segmentos genéticos fueron similares a
los detectados previamente. Esta cepa representa una combinacion de dos
cepas de cerdo (norteamericana y euroasiatica), una cepa humana y una
aviaria (norteamericana).

La pandemia causada por el virus de la influenza H1N1 2009 causo glo-
balmente mas de 18449 fallecidos en al menos 214 paises4. En Argentina el
primer caso de Influenza A (H1N1) fue detectado el 17 de mayo del 2009 en
todo el pais se reportaron 3.056 casos confirmados por laboratorio con 137
pacientes fallecidos®.

Los nifios pequefios (menores de 5 afos) tienen un riesgo aumentado de
complicaciones por influenza.®.El espectro de la enfermedad va desde enfer-
medad del tracto respiratorio superior hasta neumonia grave o fatal.

Durante el 2009, las complicaciones reportadas en la pandemia por
Influeza A H1N1 fueron principalmente la neumonia rapidamente progresi-

[356]
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va, falla respiratoria y SDRA (sindrome de distress respiratorio del adulto)’.
Se ha reportado que los pacientes con enfermedad de base o comorbili-
dades asociadas, los adultos jévenes y los nifios pequefos tienen mayor
riesgo de complicaciones por la infeccidn y de evolucion a formas graves.8-9
Existen distintos mecanismos inmunolégicos que se pueden relacionar con
las posibles distintas evoluciones clinicas de los pacientes afectados por
este virus.

La variabilidad en la respuesta a enfermedades infecciosas puede
deberse a variaciones genéticas propias de cada individuo. Actualmente,
se reconoce que tanto variaciones cualitativas (polimorfismos, mutaciones)
como cuantitativas (dosis génicas), especialmente en los genes relacio-
nados con el sistema inmune juegan un rol clave en la variabilidad inter-
individual.

La deficiencia de MBL esta asociada a la presencia de variaciones gené-
ticas en la regioén estructural (alelos B, C y D) y promotora del gen mbi2 (alelo
X).10-12 La combinacion de distintas variantes define 2 grupos en relacion con
la concentracion de la proteina en plasma i) suficientes: XA/YA, YA/YA, YA/
YO, XA/XA, ii) insuficiente: YO/YO, XA/YO vy iii) bajas de MBL.

Variaciones genéticas en la proteina ligadora de manosa (MBL), com-
ponente de la inmunidad innata, se han asociado con un mayor riesgo a
contraer determinadas infecciones en especial durante el periodo vulnerable
de la nifiez. La MBL es una molécula con funciones en la primera linea de
defensa del huésped. La deficiencia de MBL ligada al polimorfismo genético
en MBL2 esta asociado con un incremento en la susceptibilidad a infecciones
por virus respiratorios?3-19,

Analizar de la variabilidad genética de MBL2 y su relacién en la evolu-
cion de la infeccion por HIN1 2009 en nifios hospitalizados es de utilidad
para el futuro desarrollo e implementacién de nuevas intervenciones tera-
péuticas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Explorar la participacion de la MBL- componente clave de la inmunidad
innata- en la evolucién clinica de la infeccion por el virus de Influenza A H1N1
2009 en nifios internados
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Objetivos Especificos:

ETAPA 1:

* Identificar los genotipos de MBL en nifios con infeccion confirmada por
Influenza A H1N1 de circulacion en Argentina durante 2009

» Describirlas frecuencias genotipicas, alélicas y los haplotipos presentes.

»  Comparar las frecuencias halladas en los grupos de estudio con pobla-
cion general

»  Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes
internados con infeccién confirmada por Influenza A (H1N1) con distintos
genotipos de MBL.

ETAPA 2:

*  Determinar los niveles circulantes de MBL

»  Evaluar en forma conjunta los resultados obtenidos de la genotipificacion
de las variantes de la MBP y los niveles de MBP en suero y las caracte-
risticas clinicas de los pacientes evaluados

METODOLOGIA:

Se realizo un estudio exploratorio de cohorte retrospectiva de pacientes
pediatricos con diagnostico confirmado de infeccion por H1IN1 2009 confir-
mada con o sin enfermedad de base internados en el Hospital de Pediatria
Dr. Juan P. Garrahan

Para realizar la comparacion de la frecuencia de genotipos de MBL en
los casos se evaluaron como control a un grupo de 132 donantes adultos de
sangre del Hospital Garrahan.

Mediante una planilla de registro se incluyeron las siguientes variables:
edad, sexo, enfermedad de base, dias de internacién por episodio. Sintomas
clinicos iniciales, requerimientos de oxigeno suplementario, ingreso a Unidad
de cuidados intensivos, Asistencia respiratoria mecanica.

Muestras clinicas

Se obtuvieron 5 ml de sangre entera con EDTA al 10%. Se separo el
plasmay se conservo a —20C. De la fraccidn restante se lisaron los globulos
rojos y se procedi6 a la extraccion de ADN celular mediante la técnica de
precipitacion salina.
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Genotipificacion de MBL

Los genotipos de MBL se identificaron mediante ensayos de PCR-RFLP
ya desarrollados en el laboratorio de BCyR. Brevemente, con primers especi-
ficos para la region estructural se amplifico un producto de 349pb el cual fue
sometido a digestion con las enzimas de restriccion Banly Mboll. Banl cliva
los alelos A, C, y D en 2 fragmentos de 260 y 89 bp dejando al alelo B sin dige-
rir. Por otra parte, la enzima Mboll sélo clivo el alelo C allele en 2 fragmentos
de 279y 70pb. Para identificar el alelo D, se amplifica un fragmento de 398 bp
y se digiere con la enzima Hhal, la cual cliva el alelo A en dos fragmentos de
355y 43pb, sin cortar al alelo D. La identificacion de la variante en la regién
promotora X/Y se realiz6é una PCR de sitio dirigida (SDM) la que genera un
fragmento de 328bp y se introduce un sitio de restriccidn para la enzima Sacl/
para el alelo Y. La enzima cliva el alelo Y en dos fragmentos de 296 y 32pb,
dejando sin digerir al alelo X.

Medicion de MBL

La medicion de MBL se realizé en muestras de plasma o suero, las cua-
les fueron conservadas a —20C. Los niveles de MBL se midieron mediante
un ensayo comercial de ELISA que detecta oligomeros de MBL (Antibody
Shop). Las placas de ELISA estan recubiertas con un anticuerpo monoclonal
dirigido hacia el dominio de unién a biotina. La deteccion final de la reaccién
se realizd por métodos colorimétricos. El limite de deteccion del ensayo fue
de 50ng/mL.

Para el analisis estadistico se utilizo el test exacto de Fisher como varian-
te del test de chi-cuadrado, dado el pequefio numero esperado de casos para
comparar la prevalencia de DNA emia en ambos grupos.

Para el analisis de las caracteristicas clinicas y su asociacién con la sufi-
ciencia o insuficiencia de MBL2 se utilizo el t-test o test de Wilcoxon segun
correspondiese para las variables continuas y para las variables categoéricas
se utilizé Chi-cuadrado o Test de Fisher, dependiendo del tamafio muestral.
Para el analisis se utilizé el paquete estadistico STATA 8.0.

Previo a la inclusion de todos los pacientes se obtuvo consentimiento
informado firmado por sus padres o tutores. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Hospital de Pediatria Dr. Juan P. Garra-
han.
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RESULTADOS:

Caracteristicas generales de la poblacion evaluada:

Fueron incluidos un total de 51 pacientes con infeccién confirmada por
H1N1 2009, la mediana de edad fue de 40 meses (RIC IQR: 11-120 meses),
un 37.2% de los pacientes eran menores de 24 meses de edad.

El 66.7% de sexo masculino y el 33% (n=17 pacientes) eran pacientes
inmunocomprometidos (14 pacientes con enfermedad oncohematolégicay 3
con infeccion HIV-1).

La mediana de dias de internacion en los casos analizados fue de 7 dias
(RIC: 7-14 dias).

Los sintomas clinicos de presentacion fueron: fiebre 90% (n= 46 pacien-
tes), tos 100% (n=51 p), vomitos 23.5% (n=12 p) y diarrea 11.7% (n=6 p).

ElI 53% (n= 27pacientes) requirié aporte de oxigeno, la mediana de dias
de oxigeno suplementario fue de 1 dia (RIC 0-9 dias).

El 19.6% (n= 10) requirieron en la unidad de cuidados intensivos y tra-
tamiento con asistencia respiratoria mecanica (ARM), la mediana de dias de
ARM fue de 6.5 dias (RIC: 1.5- 12.5 dias). Los motivos de ingreso a UCI mas
frecuentes fueron: distress respiratorio (SDRA), claudicacion respiratoria
inminente aguda (CRIA) y /o dificultad respiratoria grave.Todos los pacientes
recibieron tratamiento antiviral con oseltamivir durante 5 dias.

Analisis de los genotipos de MBL2 en los casos y los controles
evaluados

En la tabla 1 se puede observar la distribucion de genotipos de MBL2
analizada en los 51 casos ingresados en el estudio y en los 132 controles de
banco de sangre analizados.

La distribucion segun genotipo en los casos y controles fue A/A 53%
vs. 62%, A/O heterocigotos 37% vs. 33%, and 0/0 homocigotas 10 vs 4.5%,
respectivamente.

La distribucion de genotipos hallada de MBL2 fue muy similar tanto en
los casos como en los controles.

En ocho pacientes (15.7%) se confirmo déficit de MBL (XA/0 6 0/0) mien-
tras que en 43 pacientes (84.3%) se hallo suficiencia de MBL segtn los geno-
tipos aislados (YA/YA, YA/XA, XA/XA 6 YA/O)
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Tabla 1. Distribucion de genotipos de MBL2 en casos de H1N1 y controles

Pacientes
Genotipos de con H4N, Grupo
MBL2 2009 Control
Estructural
AIA 27/51 (52.9) 82/132 (62.1)
Todos A/O 19/51 (37.25) 44/132 (33.3)
A/B 15/51 (29.4) 38/132 (28.8)
A/D 4/51 (7.85) 6/132 (4.55)
Todos O/O 5/51 (9.8) 6/132 (4.55)
B/B  4/51(7.85) 4/132(3.03)
B/D 1/51 (1.95) 2/132 (1.52)
Frecuencias
alélicas
A 0.7157 0.7879
(0] 0.2843 0.2121
B 0.2353 0.1818
D 0.049 0.0303
Promotor
YIY 37/51 (72.55) 99/130 (76.2)
XY 13/51 (25.5)  27/130 (20.8)
XIX 1/51 (1.95) 4/130 (3.1)
Frecuencias
alélicas
X 0.1471 0.1346
Y 0.8529 0.8654
Haplotipos
YA/YA 16/51 (31.35) 55/115 (47.8)
YA/YO 16/51 (31.35) 26/115 (22.6)
YO/YO 5/51 (9.8) 6/115 (5.22)
YA/XA 10/51 (19.6)  18/115 (15.7)
XA/XA 1/51 (1.95) 4/115 (3.5)
YO/XA 3/51 (5.9) 8/115 (7.0)

NOTA. La informacion proporcionada esta dada en (%), al menos que se indique lo contrario. Los
alelos codificantes B y D fueron agrupados en conjunto y designados como alelo O.

Analisis de evolucion clinica en relaciéon con los genotipos de MBL2:

En los 51 pacientes analizados se encontraron 8 con insuficiencia de
MBL segun los genotipos hallados (XA/0 o 0/0) mientras que en los 43
pacientes restantes se hallo suficiencia de MBL segun los genotipos aislados
(YA/YA, YA/XA, XA/XA 6 YA/0).(Tabla 2)
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Al analizar las caracteristicas clinicas que presentaron el grupo de
pacientes con insuficiencia de MBL respecto a los suficientes de MBL se
observo: 2/8 vs 17/43 pacientes eran menores de 2 afios de edad, y 4/8 vs.
13/43 eran inmunocomprometidos.

Respecto a la evolucién clinica 1/8 vs 26/43 pacientes requirieron apor-
te de oxigeno suplementario (OR 0.093, Cl 95% 0.01-0.82, p=0.03). Ningun
paciente en el grupo de deficientes de MBL y 10 pacientes con suficiencia de
MBL fueron admitidos en la unidad de cuidados intensivos. La mediana de dias
de internacion fue de 4.5 dias (RIC: 1-8 dias) en los pacientes con déficit de
MBL vs. 7 dias (RIC: 5-15 dias) en aquellos con suficiencia de MBL (p=0.05).

Se realiz6 un andlisis de las caracteristicas clinicas y el comportamiento
de la MBL en el subgrupo de pacientes con edad menor de 2 afios y aquellos
inmunocomprometidos (Tabla 3). El total de pacientes analizados en este
subgrupo fue de 33 nifios y de ellos 6 pacientes tuvieron déficit de MBL y 27
pacientes tuvieron suficiencia de MBL.

Al comparar las caracteristicas de evolucion clinica en este subgrupo de
pacientes se observé que solo 1 paciente del grupo de insuficientes requirid
aporte de oxigeno vs. 16 pacientes en el grupo de suficientes de MBL (OR
0.13, C195% 0.014-1.34, p=0.08).

Ningun paciente del grupo de insuficientes y 6 pacientes del grupo de
suficientes de MBL fueron admitidos en la unidad de cuidados intensivos. La
mediana de dias de internacion fue menor en el grupo de insuficientes 2.5
dias (RIC: 1-5 dias) vs. 8 dias (RIC: 5-15 dias), p=0.034.

Tabla 2: Caracteristicas generales de los 51 pacientes analizados segun
suficiencia o insuficiencia de MBL:

Insuficientes MBL | Suficientes MBL
Variables N=8 N=43 OR(IC 95%) p
N (%) N (%)
Edad (meses) 98 (29-187) 38(9-97) 0.15(*)
Sexo (meses) 4(50) 30 (70) 0.43(0.09-2),0.28
Inmunocomprometidos 4(50) 13(30.2) 2(0.49-10-6),0.28
Edad menor 24 meses 2(25) 17 (39.5) 0.5(0.09-2.8),0.44
Oxigeno suplementario 1(12.5) 26 (60.5) 0.9(0.01-0.8) 0.03
Dias oxigeno suplementario, mediana (RIC) 4(0-11)
Ingreso a UCI 0 10 (23.26)
ARM 0 10 (23.26)
Dias ARM (mediana, RIC) 0 6.5(1.5-12.5)
Dias totales de internacion(mediana, RIC) 45(1-8) 7 (5-15) 0.05 (*)
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Tabla 3: Caracteristicas generales en el grupo de pacientes menores de 2 afios y
huéspedes inmunocomprometidos segun insuficiencia o suficiencia de MBL:

Insuficientes MBL Suficientes MBL
Variables N=6 N=27 OR(IC 95%) p
N (%) N(%)
Edad (meses) 104 (22-203) 11 (6-97) 0.10 (*)
Sexo (meses) 3(50) 20 (74%) 0.35(0.05-2.1)0.2
Inmunocomprometidos 4.(66) 13 (40)
Oxigeno suplementario 1(16.67) 16(59.2) 0.13(0.01-1.34)0.08
Dias oxigeno,mediana (RIC) 4(0-11)
Ingreso a UCI 0 6
Requeriemientos ARM 0 6(22.2)
Dias totales de internaciéon(mediana, RIC) 2.5(1-7) 8 (5-15) 0.03 (%)

Tabla 4: Relacion de los haplotipos de los pacientes con sus concentraciones plas-
maticas de MBL

MBL
Haplotipos (ng/ml) Observaciones
YAIYA 3266 7*
YB/XA 1351
YA/XA 2862 1*
XAIXA 1846
YA/YB 1405
YA/YD 2605
YB/YB 419
YD/YD 0
YO/YO 314
XAIYO 27
YA/YO 1705
Total de
haplotipos
Insuficiente 759
Suficiente 2928

n*. Es el numero de pacientes que tienen un dosaje de MBL >4000ng/ml pero que fueron conside-
rados como 4000ng/ml para hacer los calculos. Por lo cudl los resultados estan siendo levemente
subestimados

DISCUSION:

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra los pat6-
genos invasores y es particularmente importante para prevenir las infeccio-
nes bacterianas y virales que se presentan en la mucosa de la superficie
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celular (14). Entre los componentes de la inmunidad innata, la lectina ligadora
de manosa —MBL- es una colectina que juega un rol esencial en la respuesta
inmune (13,15),promueve la eliminacion de microorganismos patdgenos al
actuar como opsonina promoviendo la fagocitosis, o por eliminacion directa
activando el complemento a través de las serino-proteasas asociadas a MBL
(MASP-1, -2 y -3) (16). Otras funciones de la MBL estan relacionadas con
modular la respuesta inflamatoria y promover la apoptosis, posiblemente a
través de citoquinas de los monocitos (13,15-17,20).

Sin embargo estas propiedades varian entre los diferentes virus y subti-
pos virales (21-22 23)

Una deficiencia en la oligomerizacién normal de MBL estaria asociada
con una mayor predisposicion a contraer determinadas infecciones (21,22).
Esto es particularmente importante cuando el sistema inmunolégico adapta-
tivo es inmaduro (como durante los primeros meses de vida) o esta suprimido
(ej. por inmunodeficiencias genéticas o adquiridas, luego del transplante de
organos, o durante los tratamiento con quimioterapia) (24).

Los niveles de MBL circulantes en los 31 pacientes analizados coinciden
con las variantes de genotipos hallados?2, salvo un paciente con una muta-
cion en laregion estructural alelo b y en el promotor alelo x que mostro niveles
superiores a los esperados para ese genotipo > 4000, igualmente debe con-
siderarse que esta descripta la variabilidad (25)

La disminucion de los niveles funcionales de MBL en circulacion es pro-
ducida por mutaciones en la regién estructural y promotora del gen denomi-
nado mbl2. En homocigotas como en heterocigotas compuestos los niveles
de MBL son no detectables, mientras que en los heterocigotas el mayor efec-
to se asocia con la presencia de los alelos By C?2.

La variabilidad en las concentraciones observada en la tabla 4 tiene rela-
cion con los polimorfismos genéticos, existe evidencia de que la concentra-
cion de MBL puede variar 1000 veces en individuos aparentemente sanos, de
10ng/ml a menos de 4ug/ml.(12)

En la poblacion general se estima una prevalencia entre el 5-10% en el
déficit de MBL. La prevalencia hallada de déficit de MBL como la distribucion
de genotipos de MBL2 fue similar a la que se hallo en el grupo control de
donantes de sangre

La inactivacion viral se produciria por la inhibicion de la hemaglutinacién
y de la infectividad.

Ademas, MBL actia como opsonina, aumentando la activacion de neu-
trofilos por Influenza A y protegiéndolos de la desactivacion por el virus19.26,
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Las caracteristicas de la poblacién evaluada corresponde a la poblacion
que habitualmente se interna en el hospital Garrahan debido a que es un
centro de alta complejidad que anualmente recibe un tercio de los pacientes
con enfermedades oncohematologicas de todo el pais.

En lactantes con deficiencia de MBL se observé mayor numero de infec-
ciones agudas del tracto respiratorio (27).

En pacientes oncolégicos adultos bajo tratamiento quimioterapico se
observé una asociacion significativa entre bajos niveles de MBL e infeccio-
nes graves (28). Por otra parte en otro estudio realizado en nifios oncolégicos
bajo tratamiento quimioterapico, se observd una mayor duracion de los epi-
sodios de neutropenia febril (29). Sin embargo en nuestro estudio en el gru-
po de nifilos menores de 2 afos y con patologia inmunosupresora (oncohe-
matologica o HIV) con suficiencia de MBL presentaron peor evolucion de la
infeccion por HIN1 2009 respecto a los insuficientes, con mayor duracion de
internacion, de los dias oxigeno suplementario y de la proporcion de nifios
que requirieron ingreso a UCI.

Otros estudios realizados previos a la aparicion del H1IN1 2009, en
poblacion pediatrica con infecciones agudas del tracto respiratorio eviden-
ciaron que la deficiencia de MBL es particularmente importante en el grupo
de nifios con mayor riesgo de infeccion con edades entre 6 y 18 meses. (28).

Un trabajo recientemente publicado no encontré diferencias en la evolu-
cion clinica de pacientes adultos deficientes o suficientes de MBL infectados
con H1N1 2009 (30).

A la fecha no hay otros reportes publicados que evalten la relacion entre
MBL y la evolucion clinica en pacientes con infeccion por HIN1 en poblacion
pediatrica.

Un estudio reciente realizados in vitro en animales demostré un efecto
pro inflamatorio deletéreo en aquellos con suficiencia de MBL e infeccién por
H1N1 2009. Este fendmeno estaria relacionado con el hallazgo de que MBL
contribuye a una mayor severidad en la respuesta en relacién con el aumento
en la produccién de varias citoquinas pro inflamatorias como ser IL-1, IL-1P,
IL-6, TNF a e INF-a MBL fue hallado unido a pdm H1N1 in vitro, siendo el
virus resistente a la actividad antiviral de la MBL (23). Es probable que este
efecto sea de mayor importancia en aquellos pacientes con mayor riesgo de
infecciones graves como lo constituyen los nifios menores de 2 afios y los
huéspedes inmunocomprometidos.

El motivo de porque por qué la mayoria de los individuos deficientes en
MBL no adquieren infecciones a repeticion todavia no se conoce (25), aun-
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que probablemente es debido a la redundancia del sistema del complemento
o tal vez porque las variantes alélicas no son exclusivamente desventajosas
tal como se observo respecto a la infeccion por HIN1 2009 en nuestra serie.

Una limitacion importante del estudio es el no haber podido incluir a los
pacientes fallecidos por H1N1 debido que la muestra de MBL fue realizada
en forma atemporal respecto al momento de adquisicidn de la infeccion por
H1N1.

Los resultados obtenidos sugieren que la suficiencia de MBL podria ser
un factor de riesgo de severidad en nifios con infeccion por H1N1 2009, par-
ticularmente en el grupo menor de 2 afios y en huéspedes inmunocompro-
metidos. Probablemente, este resultado indica que la MBL podria estimular
la respuesta inflamatoria generando un empeoramiento en la evolucion de la
infeccion viral.

La evolucién clinica desfavorable de los pacientes considerados como
suficientes para MBL respecto a los insuficientes podria explicarse a una
sobre activacion de la reaccion inflamatoria a causa de los altos niveles de
esta proteina. (23). Esto coincide con el hecho de que MBL tiene un rol impor-
tante en la regulacion de la liberacion de citoquinas pro inflamatorias por
parte de los monocitos. (31, 32). Ademas hay que tener en cuenta que la
mayoria de las manifestaciones de la gripe H1N1 son en parte causadas por
la respuesta inflamatoria exacerbada.

ABSTRACT

Background: MBL is a pattern-recognition molecule, which functions as
a first line of host defense. MBL deficiency linked to polymorphisms in MBL2
gene, is associated with increased susceptibility to respiratory virus infection.
The aim of the study was to evaluate whether MBL variants play a role in the
infection with HIN12009.

Methods: Demographic and clinical outcome data was collected. Fre-
quencies of MBL2 allelic variants (0 =B, C or D; and X) were estimated in 51
H1N1 infected children and 132 blood donors. Univariate analysis was per-
formed using STATA (8.0).

Results: MBL2 genotypic frequencies were similar among infected and
control groups: A/A 53% vz 62%, A/O heterozygotes 37% vs 33%, and 0/0
homozygotes 10 vs 4.5%, respectively. Eight patients (15.7%) were classified
as MBL insufficiency and 43 patients (84.3%) as MBL sufficiency. The clini-
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cal characteristics between MBL insufficiencies vs. sufficiency were: 2 vs 17
patients (p.) were less than 24 months of age, and 4 vs. 13 p. were immnuno-
supressed, 1 vs. 26 patients needed supplemental oxygen (OR 0.093, Cl 95%
0.01-0.82, p=0.03). No patients with MBL insufficiencies and 10 patients with
MBL sufficiency required PICU admission and mechanical ventilation. The
length of hospitalization were median of 4.5 days (IQR: 1-8 days) in the MBL
insufficiency vs. 7 days (IQR: 5-15 days) in MBL sufficiency (p=0.05).

Among patients less than 24 months and immunosupressed (n= 33 p.)
the characteristics between MBL deficiency (6 p.) vs MBL sufficiencies (27
p.) were: need for supplemental oxygen (only 1 p.) vs 16 from MBL sufficien-
cies (OR 0.13, CI95% 0.014-1.34, p=0.08), length of hospitalization 2.5 days
(1-5 days) vs 8 days (IQR: 5-15 days), p=0.034, PICU admission no patient in
insufficient group and 6 patients from sufficient group.

Conclusion: These results suggest that MBL sufficiency may be a risk
factor for severity of the disease in children infected with H1N1, particulary
during childhood or in immunosupressed patients. Probably, these results
indicate that MBL could upregulate the inflamatory response worsening the
evolution of the viral infection.
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INTRODUCCION

Desde hace cientos de afos los perros conviven con el hombre, pri-
mero como animales de guarda y trabajo y actualmente como animales
de compaifiia satisfaciendo demandas afectivas y emocionales de la socie-
dad humana. Esta convivencia tan estrecha permitié que ambas especies,
humanos y caninos, padezcan algunas enfermedades comunes como las
parasitosis.

Muchos de los parasitos que nos afectan resultan de la convivencia con
animales domésticos, con el perro compartimos 65 enfermedades, con los
bovinos 50, con ovejas y cabras 46, con el cerdo 42, con el caballo 35, con
ratas y ratones 32 y con las aves 26. Hay muchos que afectan varias espe-
cies’.

De todas las parasitosis posibles, nos enfocaremos en este trabajo en
dos: la Toxoplasmosis y la Trypanosomiasis americana.

Toxoplasma gondii, es un protozoo ubicuo de los animales de sangre
caliente, tiene afinidad selectiva por el tejido muscular y cerebral, con capaci-
dad para persistir cronicamente desde una edad temprana2.

El T. gondii presenta ciclos de multiplicacién sexuada o gametogo-
nica en el intestino del gato y otros felinos salvajes3. Los felinos son los
huéspedes naturales, mientras que los demas homeotermos son sus hos-
pedantes intermediarios. Los felinos eliminan con las materias fecales
ooquistes con capacidad de infectar manteniendo su virulencia por un
afilo o0 mas incluso en las condiciones mas adversas y son resistentes
a los desinfectantes quimicos. Al contaminar pastos, verduras, animales
de granja que estan en contacto con la tierra, éstos se convierten en la

[370]
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fuente de infeccion de herbivoros y onmivoros. Por lo tanto, el contacto
directo con el gato no implica riesgo, no asi el material contaminado con
sus deyecciones (4-6). Por lo tanto, la infeccion por T. gondii es adquirida
principalmente por ingestion de agua y/o comida contaminada y mal coci-
da. Es bastante dificil determinar la prevalencia de T. gondii directamente
en el ambiente. Sin embargo, Chao et al,7, considera una buena alterna-
tiva conocer la seroprevalencia de infeccién por T. gondii en perros. Por
otra parte, estudios epidemiolégicos muestran una prevalencia uniforme
de T. gondii entre humanos y perros en una misma region, indicando que
los perros podrian ser buenos centinelas de la exposicion a T. gondii en
humanos y en el medio ambientes.

La provincia de Salta es endémica para la Enfermedad de Chagas.
Esta enfermedad es una infeccidn producida por un protozoo flagelado, el
Tripanosoma cruzi. En el ciclo bioldgico del T. cruziintervienen mamiferos y
el Triatoma infestans (vinchuca), como principal vector en la Argentina. Los
huéspedes mamiferos pueden ser el hombre y los animales domésticos
(ciclo doméstico y peridoméstico) o silvestres como roedores y carnivo-
ros (ciclo selvatico) (9,10). Perros y gatos son epidemiolégicamente impor-
tantes como fuentes de infeccion para insectos vectores, pero el perro 3
veces mas que el gato (11, 12). En el medio rural, el perro constituye un
nexo entre el domicilio, peridomicilio y el ambiente selvatico debido prin-
cipalmente a que no es un animal estatico, pues presenta un movimiento
constante entre el domicilio, y el peridomicilio, en muchas ocasiones puede
dormir, cazar y alimentarse de carne de animales silvestres infectados, en
las areas selvaticas pericomunitarias’3. En éste contexto, los caninos tie-
nen gran importancia por ser uno de los principales reservorios de la enfer-
medad, agravado por la estrecha convivencia entre esta especie animal y el
hombre. Esta demostrado que cuando los caninos infectados permanecen
en areas donde duermen sus duefios, la tasa de infeccion en insectos es
significativamente mayor que cuando no lo hacen (14). La existencia de
caninos seropositivos a T. cruzi indica la posibilidad de transmision activa
de la enfermedad de Chagas permitiendo monitorear la transmision de la
misma en el pasado mas reciente’s.

Debido a esto los objetivos de este proyecto fueron conocer la sero-
prevalencia de infeccion por T. gondiiy T. cruzi en caninos en cuatro zonas
rurales de la provincia de Salta.
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METODOLOGIA

Area de estudio

El estudio fue realizado en cuatro localidades de la provincia de Salta: a)
La Union perteneciente al Departamento Rivadavia (Banda Sur), Latitud 21°
11°49” S, Longitud 62° 5257’ 39”0, Altitud 210m snm; San Carlos Latitud 21°
5553’ 73”S, longitud 65° 5643’ 29”0 Altitud 1604 m snm, Cafayate Latitud 26°
413’ 16”’S, longitud 65° 5843’ 4”0 Altitud 1620m snm, Embarcacién Latitud
23°13’00”, longitud 64° 06’ 0” Altitud 273 m snm. Embarcacion es la segunda
ciudad del Departamento General José de San Martin.

Seleccion de individuos

Los canes fueron seleccionados de dos formas: a) por visitas domicilia-
rias en las localidades de La Union y San Carlos; b) como parte de campafias
de esterilizacion realizadas con apoyo de los municipios y de sociedades pro-
tectoras de animales, en las localidades de, Cafayate y Embarcacion. Siem-
pre se solicité autorizacién de los propietarios o de sus cuidadores.

Datos epidemiolégicos

Se completaron fichas de cada animal donde se registro: nombre del
paciente, edad, sexo. Datos del propietario, conocimiento de enfermedades
parasitarias, condiciones de las viviendas.

Toma de muestra de sangre

La toma de muestra se realizé por venopuncion cefalica antibraquial
extrayéndose entre 3 y 5 ml de sangre; se dejo retraer el coagulo, se sepa-
ré el suero y se conservo a -20°C hasta su utilizacion en el procesamiento
serologico.

Pruebas serolégicas
Se utilizaron dos técnicas: HAl y ELISA adaptadas para la determinacién de
anticuerpos en perros.

Hemaglutinacion Indirecta (HAI): se uso para la deteccion de anticuerpos
contra el Trypanosoma cruziy contra el Toxoplasma gondii.

La Hemaglutinacién Indirecta también llamada aglutinacion reversa
pasiva, se basa en la propiedad que tienen los anticuerpos de producir aglu-
tinacion especifica en presencia de glébulos rojos (GR) sensibilizados con
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los correspondientes antigenos (16). En el suero existen anticuerpos inespe-
cificos (heterofilos) que son capaces de aglutinar glébulos rojos de distintas
especies (17). Su presencia se investiga enfrentando el suero con GR no sen-
sibilizados. Si se observa aglutinacion inespecifica se procede a absorber los
anticuerpos heterdfilos incubando un volumen de suero con igual volumen de
GR no sensibilizados 4 minutos a 37°C y posteriormente se centrifuga. Del
sobrenadante se realiza HAI, considerando que éste suero esta diluido al
medio. Para todos los sueros, se realizan diluciones seriadas. Se consideran
presumiblemente parasitados aquellos individuos cuyos sueros son reactivos
en diluciones mayores o iguales a 1/16 (Chagatest HAI-Wiener Lab, Toxotest
HAI-Wiener Lab).

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la detecciéon de anticuerpos
contra el Trypanosoma cruzi.

Previo a la realizacion de las muestras por ELISA, se procedio a estan-
darizar la técnica con diluciones seriadas de suero y de anti-inmunoglobulina
canis conjugada con peroxidasa (Sigma-Aldrich) a fin de obtener las con-
centraciones apropiadas de trabajo. Para esto, se trabaj6é con pool de sue-
ros caninos controles positivos y pool de sueros caninos controles negati-
vos. Estos controles procedian de canes cuya infeccion fue confirmada por
Hemocultivo y Reaccion en Cadena de la Polimerasa y fueron cedidos por el
Instituto de Patologia Experimental (CONICET, Salta)

Lareaccion de ELISA se basa en la formacion de inmunocomplejos entre
antigenos inmovilizados en un soporte y los anticuerpos presentes en el sue-
ro. Se usaron 6 antigenos recombinantes. SAPA, 1, 2,13, 30 y 36, (18). Las
muestras de suero se diluyeron 1/30; luego de incubacién y lavados se agre-
g0 anti-inmunoglobulina canis conjugada con peroxidasa en diluciéon 1:1000
(Sigma-Aldrich). Para revelar la reaccion se agregé H202 como sustrato y
Tetrametilbencidina como revelador se interrumpio la reaccion por agregado
de acido sulfurico (Wiener-Lab), y se leyo la absorbancia a 450 nm. Se realizé
el calculo del cutt-off, acorde a las especificaciones del kit Wiener Chagatest
ELISA recombinante 3.0 (19,20).

ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania canina
(DEXX Laboratories):

En las muestras seropositivas a T. cruzi se realizé el test de ELISA
(DEXX), con el objetivo de corroborar reacciones cruzadas. Se usaron como
control sueros cedidos por el Instituto de Patologia Experimental (IPE)-
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CONICET, que provenian de perros diagnosticados con L. visceral canina
por métodos parasitoldgicos, frotis, cultivo y serologicos (rk 39).

ANALISIS ESTADISTICO

Se uso test exacto de Fisher para evaluar la prevalencia de infeccion por
T. cruziy por T.gondii en las 4 regiones estudiadas (Epi-Info 6.0). Valores de
p< 0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas.

Consideraciones éticas: la toma de muestra y posterior analisis se rea-
lizaron con previa autorizacion de los duefios o protectores de los canes.
La extraccion de sangre, se realizé en condiciones asépticas y evitando el
sufrimiento del animal.

RESULTADOS

Lafigura 1, indica las localidades de donde proceden los 209 perros ana-
lizados. Estas localidades son principales poblaciones rurales, con viviendas
en su mayoria precarias como los muestra la figura 2. En los peridomicilios se
encuentran corrales con cerdos, cabras y gallineros, como actividad pecua-
ria de subsistencia familiar.

Los resultados seroldgicos que indican la presencia de anticuerpos anti-
T cruziy anti- T. gondii se resumen en la tabla 1. Para considerar infectado por
T. cruzi el animal debia tener resultados positivos para ambas pruebas: HAly
ELISA anti T. cruzi. Puede observarse que se encontraron perros infectados
con T. cruzi solo en la localidad de San Carlos, mientras que la presencia de
anticuerpos anti-T. gondiifue hallada en todas las localidades. Consideramos
importante resaltar las caracteristicas epidemioldgicas de los perros infecta-
dos con T. cruzilas que se describen en la Tabla 2.

CONCLUSIONES

Durante la infeccion aguda por T. cruzi, la parasitemia es detectable
poco tiempo y su diagndstico se realiza por métodos parasitolégicos como
el Hemocultivo o gota fresca, estos métodos resultan poco sensibles en
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la fase cronica, mas prolongada de la infeccién. En el caso de la provincia
de Salta, al ser una provincia endémica para Leishmania spp y ser éste
un parasito relacionado con el Trypanosoma cruzi podriamos pensar que
estas infecciones podrian dar reacciones cruzadas, Sin embargo todas las
muestras de San Carlos seropositivas a T. cruzi fueron testeadas con ELI-
SA anti-Leishmania canina y dieron seronegativas. Respecto a la infeccién
por T. gondii, en la infeccién aguda se detecta en un corto lapso de tiempo,
la Ig M, la cual es re-emplazada para toda la vida del animal por la Ig G.
Los resultados de este estudio demuestran el apropiado uso de las técnicas
de HAIl y ELISA para determinar infecciones cronicas, por T. cruziy por T-
gondii en perros.

Este es el primer estudio que demuestra la infeccion de T. cruzi y de
T.gondii en caninos en localidades de la provincia de Salta. En el presente
estudio, se encontr6 una alta prevalencia de infeccion por T.cruzi en caninos en
la localidad de San Carlos en perros no tan jéovenes, con un promedio de edad
de 6 afios. Ademas en las visitas domiciliarias no hemos encontrado vinchucas
ni rastros de defecacion de ellas en las paredes de las casas. Por otra parte, los
pobladores manifestaron que sus viviendas habian sido rociadas hace unos 3
afos atras, pues habian tenido presencia de los vectores en ese Barrio. Al igual
que Graiffy col,(21) consideramos que el diagndstico serolégico de la enferme-
dad de Chagas en los perros es una herramienta valiosa como screening de la
enfermedad en un area geografica determinada.

La alta seroprevalencia encontrada en perros en todas las localidades
estudiadas deberia ser un alerta de la presencia de T. gondii en el ambiente,
siendo éste un potencial riesgo de infeccion en humanos. Se deberian tomar-
se precauciones a fin de asegurar que las comidas sean apropiadamente
cocinadas, la leche pasteurizada y las verduras y manos bien lavadas duran-
te la manipulacién y preparacion de las comidas.

Ademas seria conveniente tomar acciones a nivel del cuidado respon-
sable de las mascotas, desparasitando, vacunando y cuidando conveniente-
mente a los perros y gatos.
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Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos contra T. gondiiy T. cruzi en sueros de perros
procedentes de las diferentes localidades.

Departamento | Localidad Ac anti" Ac anti" Ac anti_ Ac anti_
T. gondii T. gondii T. cruzi T. cruzi
Positividad* % Positividad* %
Rivadavia La Union 4/22 18.18 0/22 0
San Carlos San Carlos 8/39 20.5 11/39 28.20
Cafayate Cafayate 11/84 13.09 0/84 0
Gral. San Martin | Embarcacion 15/64 23.43 0/64 0
Total 38/209 11/209

*Numero de animales positivos/nimero total de animales estudiados

Tabla 2. Caracteristicas epidemiolégicas de los perros infectados con T. cruzi de la
localidad de San Carlos

Procedencia sexo Edad afios
San Carlos (SC) Hembra 4.0
San Carlos Macho 0.1
San Carlos Hembra 1.5
San Carlos Macho 6
San Carlos Macho 8
San Carlos Hembra 5
San Carlos Macho 1
San Carlos Macho 10
San Carlos Macho 1
Animana (SC) Hembra 7
Animana (SC) Macho 8
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INTRODUCCION

La pleura es una membrana serosa que rodea los pulmones y recubre
internamente la caja toracica definiendo una cavidad conocida como espacio
pleural. Este espacio se encuentra bafiado por una fina pelicula de fluido
cuyo volumen, composicion y renovacion se encuentran fisiolégicamente
controlados por el mesotelio pleural y, en menor medida por drenaje linfatico.
En condiciones fisioldgicas, la funcion del liquido pleural (LP) es la de acopla-
miento mecanico y lubricacion entre la pared toracica y el pulmén durante los
movimientos asociados a la respiracion (Zocchi 2002).

En ciertas condiciones patoldgicas se produce un desbalance entre las
fuerzas que controlan el volumen del LP dando lugar a un derrame o efusion
pleural. Basicamente, estos derrames pueden clasificarse como trasudados
o exudados dependiendo de su contenido en células y proteinas. En los pro-
cesos inflamatorios de la pleura (pleuritis) pueden desarrollarse exudados
que contienen leucocitos que arriban al foco, como asi también descamacio-
nes del mesotelio y/o células de origen maligno (Mutsaers 2002). Las pobla-
ciones celulares presentes como asi también sus productos de secrecion
varian en funcién del origen etioldgico y del tiempo de evolucion de la pleuritis
(Antony & Mohammed 1999).

Teniendo en cuenta que la composicion del LP refleja el microambiente
inflamatorio propio de la enfermedad en cuestion, nos preguntamos si algu-
nas de estas caracteristicas distintivas pueden ser explotadas para el diag-
nostico especifico.

[380]
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A lo largo del presente trabajo desarrollamos y testeamos la aplicabili-
dad de una serie de técnicas de medicion de biomarcadores a fin de identifi-
car posibles candidatos utiles para el diagndstico diferencial de la pleuresia
tuberculosa. Encontramos que el dosaje de anticuerpos especificos contra
estructuras de la pared celular, péptidos secretados, lipidos y glicoconjuga-
dos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) no revela aumentos significativos
entre el LP y la sangre periferia (SP) de pacientes con TB. En consonancia
con este resultado, tampoco verificamos aumentos significativos en la acti-
vidad peroxidasa del LP de pacientes con TB. Todo esto sugiere que ni los
Anticuerpos especificos ni la actividad enzimatica estudiada presentan las
caracteristicas deseables para un biomarcador diferencial.

En estudios previos (Schierloh et al. 2005, 2007, 2009, 2011), pusimos en
consideracion si el perfil inmunoldgico conocido como “TH1”, que es carac-
teristico de la pleuresia tuberculosa, podria aportar componentes celulares
y solubles de significativo valor diagndstico. Entre los compuestos solubles
evocador por una respuesta TH1 nos inclinamos por analizar la molécula pro-
inflamatoria interferon gamma (IFN-y), dado que ha sido comprobado feha-
cientemente su rol protector en pacientes con tuberculosis pulmonar y extra-
pulmonar (Kaufman 2005). Interesantemente encontramos que la produccion
enddégena de esta molécula se encuentra fuertemente compartimentalizada
pacientes TB dado que los LP de presentan un gran aumento respecto de los
niveles séricos. En funcidn de este resultado determinamos luego la actividad
de las células productoras de esta citoquina en el LP. Para ello estimulamos
por 24h células mononucleares pleurales (LPMC) con Mtb y medimos por
citmetria de flujo y por ELISA la produccién ex vivo de IFN-y. Por el método
de citometria de flujo pudimos identificar a los linfocitos T CD4+y a las células
NK CD56brigth como las principales fuentes de dicha citoquina. Este hallazgo
permitié aplicar un analisis discriminado que indica que determinacion del%
células NK IFN-y* presenta la mayor sensibilidad y especificidad para dife-
renciar entre derrames pleurales TB y de otro origen.

OBJETIVOS:

Puesta a punto, validacion y analisis de factibilidad de nuevos inmunoen-
sayos, bioensayos y determinaciones enzimaticas orientadas a discriminar
etioldgicamente exudados pleurales de origen maligno e infeccioso, con
especial énfasis en el diagnostico diferencial de la pleuresia tuberculosa.



382 Anales 2010-2012

MATERIALES Y METODOS:

Poblacién en estudio: Los pacientes fueron reclutados en el Pabellén
de Tisioneumonologia del Hospital Mufiz. Los pacientes incluidos en el estu-
dio fueron HIV negativos con derrames pleurales a causa falla cardiaca con-
gestiva (trasudado, n=1), cancer de origen no mesotelial (exudados, n=2),
neumonia de la comunidad (exudados, n=6) y tuberculosis (exudado, n=35),
quienes firmaron un consentimiento informado previo a la obtencion de la
muestra. El liquido pleural (LP) fue obtenido por el método de toracocentesis
(Schierloh et al. 2005). El presente estudio ha sido avalado por los Comités
de Etica de la Academia Nacional de Medicina y del Hospital Mufiiz. Cabe
aclarar que por razones de disponibilidad de muestras, no todos los ensayos
pudieron aplicarse a todos los participantes. Para evitar el sesgo estadistico
derivado de este hecho, para cada tipo de ensayo se empleo el método de
muestro secuencial.

Muestras a evaluar (SP y LP): Sueros (SP) y liquidos pleurales libres
de células (LP) sin tratar y/o decomplementados por calor (30min. a 60°C)
fueron obtenidos por centrifugacion (5min; 500g; T° ambiente) y almacena-
dos en frezzer -20°C hasta el momento de ser analizados por medio de las
metodologias que se detallan mas adelante, previa dilucién en PBS estéril o
buffer de reaccion.

Células Mononucleares Pleurales (LPMC): Las células mononuclea-
res presentes en liquidos pleurales (PFMC) fueron obtenidas por centrifuga-
cion en gradientes de Ficoll-Hypaque. Luego de 2 lavados en solucion fisiol6-
gica, fueron contadas y resuspendidas en medio completo (RPMI 10% suero
fetal bovino) a una densidad de 1-2x108/ml e incubadas por 18hs a 37°C.
Para la deteccion de las citoquinas intracitoplamaticas (ver mas adelante) se
agrego Brefeldina A (5ug/ml) durante las ultimas 5h de cultivo a fin de inhibir
la secrecion via golgi. Para la medicion de secrecion de citoquinas se colec-
taron los medios condicionados (CM) los cuales se almacenaron sin diluir en
freezer a -70°C hasta ser ensayados por medio de las metodologias que se
detallan a continuacion.

ELISAS:
Deteccion de Anticuerpos (Ab) anti-Antigenos (Ag) solubilizados:
Para la determinacion semicuantitativa de Ab especificos dirigidos contra
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Ag solubles, 1-10ug/well de Ag fueron dispensados en placas de 96 pozos
de alto binding e incubados toda la noche (ON) a 4°C en diferentes solucio-
nes de pegado (coating Buffer) que fueron seleccionadas en base a datos
bibliogréaficos y nuestra experiencia. Luego de 3-7 lavados con soluciones de
lavado (washing buffer) adecuadas segun el Ag, se incubaron con diluciones
seriadas de SP o LP por 3h a T® amb. Seguidamente, luego de 3-7 lavados,
fueron incubadas con una dilucién 1/1500 de Ab anti-hlgG/A/M conjugado
con HRP. Por ultimo, luego de 3-7 lavados mas, se desarroll6 la reaccién
colorimétrica empleando TMB como sustrato. Las mediciones cinéticas de
DO (densidad optica) se efectuaron a 652nm de longitud de onda de lectura
mientras que las de punto final se efectuaron a 450nm (referencia 570nm)
luego de detener la reaccion con H2S04 2N. Los Ag solubles testeados en el
presente estudio fueron: PPD (purified protein derivative), ManLAM (mannos-
ylated lipoarabinomannan), TLip (total lipids extract), P19KD (19kD lipopro-
tein), HSP10(10kDa heat shock protein) y poli Manano.

Deteccion de Anticuerpos anti-Pared celular (Cell based ELISA):
Para la determinacion semicuantitativa de Ab especificos dirigidos contra
estructuras de pared celular, 1-10x10¢ bacterias/well fueron dispensadas en
placas de 96 pozos e incubadas con diluciones seriadas de SP, LP o CM.
Luego de 3-7 lavados por centrifugacion 5 a 13000rpm, seran incubadas con
una dilucion 1/1500 de Ab anti-higG/A/M conjugado con HRP. Por tltimo, lue-
go de 3-7 lavados mas, se desarrollara la reaccién colorimétrica empleando
TMB como sustrato.

Deteccion de Citoquinas: Para la determinacién cuantitativa de IFN-y
enddgeno presente en SP y LP o secretado en los CM se emple6 un Kit
comercial siguiendo las recomendaciones del fabricante (eBioscience). Las
muestras de SP y LP fueron diluidas entre 2-10 veces y los CM entre 5-50
veces.

Citometria de flujo y microscopia de inmunofluorescencia:

Deteccion de Anticuerpos anti-Pared celular isotipo-especificos:
Mycobacterium bovis BCG, M. smegmatis y diferentes aislados clinicos de
M.tuberculosis (Mtb) inactivados por radiacion gamma fueron incubados
20min a T° ambiente en presencia de una dilucion (1/1000) de SP o LP. Luego
de 2 lavados en PBS, las bacterias opsonizadas se incubaran en presencia
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de anticuerpos secundarios conjugados con FITC dirigidos contra IgA, IgM,
IgG, IgE o Igk humana y se analizaran por citomatria de flujo y/o microscopia
de inmunolfuorescencia.

Deteccion de citoquinas intracitoplasmaticas: LPMC previamente
incubadas en presencia de Mtb fueron marcadas superficialmente con mAb
anti-CD3, CD4, y/o CD56 por 20min a 4°C. Luego, fueron lavadas, fijadas,
permeabilizadas y finalmente incubadas 20min a T° ambiente con anticuer-
pos anti-IFN-y. Por ultimo, la expresién intracelular de dicha citoquina fué
determinada por citometria de flujo sobre diferentes poblaciones linfocitarias.

Determinacion de Actividad de Enzima Peroxidasa: A un volumen de
dilucion de muestra SP o LP a T°ambiente se le adiciona igual volumen de
solucion de sustrato TMB (Ver tabla 3). La reaccion se deja proceder en oscu-
ridad por 25minutos. Trascurrido este periodo, se detiene la reaccién con 1
volumen de H2SO#4 2N se mide la DO a 450nm restando 570nm.

Analisis y procesamiento de datos:

Calculos y transformaciones: Para el calculo de Afinidades relativas
de Ab se realizd un analisis de regresion no lineal con el software Prisma®
(GraphPad Software Inc). Para los calculos y transformacion de datos cru-
dos y para la representacion de valores en escalas de colores (heatmap) se
empled Excel 2007 (Microsoft Office).

Inferencia estadistica: Para efectuar inferencias estadisticas entre
muestras pareadas (LP vs SP) de un mismo donante se aplico la prueba de
Wilcoxon (no parametrica). Para comparaciones entre mas de 2 tratamientos
sobre una misma muestra se aplic6 ANOVA de un factor para mediciones
repetidas. Para comparaciones entre muestras provenientes de distintos
individuos (TB vs no TB) aplicamos la prueba Mann-Whitney (no pareada,
no paramétrica). Para el analisis de sensibilidad/especificidad se aplicé la
curva ROC (Receiver operator characteristic curve). Para la representacion
grafica de los resultados y efectuar los citados test estadisticos empleamos el
software Prisma® (GraphPad Software Inc) considerando valores de p<0.05
como estadisticamente significativos.
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Analisis de Clusters: Para el analisis de clusters se aplico el método de
k-means implementado en el programa SPSS 15.0 (SPSS inc.).

Imagenes: Photoshop (Adobe) fue emplado para el procesamiento de
imagenes y la organizacion de las figuras.

RESULTADOS Y DISCUSION:
1. Anticuerpos especificos dirigidos contra Ag solubilizados de Mtb
1.1. Puesta a punto

1.1.1. ELISA indirecto anti-PPD (Purified Protein derivative): El Ag conocido
como PPD es una preparacion proteica purificada preparada a partir del medio
condicionado de cultivo de Mtb. Normalmente se emplea para el ensayo diag-
noéstico de tuberculosis latente conocido como intradermoreaccion o prueba de
Mantoux. Para el dosage de anticuerpos séricos o pleurales que reconozcan
epitopes presentes en las proteinas PPD, desarrollamos un ensayo de ELISA
indirecto donde se ajustaron los siguientes parametros: Tipo de placa, con-
centracion de Antigeno; composicion y pH de los buffer de pegado, bloqueo y
dilucion; dilucion de muestra y rango de sensibilidad; concentracién y especi-
ficidad del Ab conjugado y sistema de revelado enzimatico (Figura 1A y Tabla
1). El tipo de placa que seleccionamos en este paso fue la de media area, que
debido a sus caracteristicas también resulté adecuada para los demas Ag y
permitid ademas reducir los costos de cada ensayo por emplear la mitad de
volumen que las placas comunes.

1.1.2. ELISA indirecto anti-TLip (Total lipid extract): El Ag TLip es un extracto
organico (cloroformo/metanol 2:1 a 55°C durante 18hs) de células de Mtb ente-
ras. Para el dosage de anticuerpos anti-TLip desarrollamos un ensayo de ELI-
SA indirecto donde se ajustaron los mismos parametros mencionados arriba.
Cabe aclarar que la naturaleza hidrofébica de este antigeno impidio el empleo
de soluciones de pegado acuosas ni soluciones de lavado que contengan
detergentes (Tabla 1). El extracto seco de TLip fue solubilizado en cloroformo
a una concentracion de 1mg/ml y esta solucion fue diluida en la solucion de
pegando (Etanol 100%) e inmediatamente plaquada para evitar la formacion
de fases de diferente polaridad. A diferencia de los ensayos de ELISA con
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soluciones de pegado acuosas, en este caso se dejo la placa destapada y a
temperatura ambiente para favorecer la evaporacion del liquido y la adsorcion
en seco del Ag a la placa.

1.1.3. ELISA indirecto anti-ManLAM (Mannosilated lipoarabinomannan): El gly-
colipido ManLAM es el mayor lipoconjugado constituyente de las membranas
plasmaticas de Mtb. Su purificacion requiere de una serie de pasos prepara-
tivos de extraccion organica y particion en fase acuosa, dada la naturaleza
anfipatica de la molécula. Los resultados de la puesta a punto del ELISA se
resumen en Tabla 1. Para este Ag también omitimos el empleo de detergente
en los lavados para evitar la desorcion a la placa.

1.1.4. ELISA indirecto anti-Proteina de 10KD(Proteina de Choque térmico deri-
vada de Mtb): La proteina de choque térmico de 10KD (HSP10) es un conocido
Ag de Mtb cuya inmunogenicidad ha sido vinculada con su abundancia relativa
en la bacteria. Para el dosaje de anticuerpos séricos o pleurales que reco-
nozcan epitopes presentes en la proteina de 10KD, las condiciones 6ptimas
de ensayo fuenon casi idénticas que para PPD, con la excepcion de que las
muestras fueron plaquedas a mayor concentracion (Tabla1).

1.1.5. ELISA indirecto anti-Proteina de 19KD (Lipoproteina de 19KD derivada
de Mtb): La lipoproteina de 19KD es un conocido factor de virulencia presente
en Mtb cuya porcion lipidica ha sido vinculada al reconocimiento innato media-
do por TLR2. El antigeno que empleamos aqui es una proteina recombinante
expresada en E.coli por lo que carece de esta modificacion postraduccional.
Al igual que para HSP10, las condiciones de ensayo fueron las del PPD con
diferencias de la dilucion de la muetra (Tabla 1).

1.1.6. ELISA indirecto anti-Manano (Polimero de manosas): La pared de Mtb
esta fundamentalmente constituida por glicoconjudados ricos en arabinosa,
galactosa y manosa. Teniendo esto en mente, disefiamos un ELISA emplean-
do un polisacarido de manosas denominado Manano el cual potencialmente
permite detectar la presencia de anticuerpos reactivos contra la pared de Mtb
en muestras de pacientes con TB. Dicho antigeno se obtiene de Saccharomy-
ces cerevisiae (levadura de cerveza). Encontramos que el Ag se adapté per-
fectamente a nuestras condiciones normales de ensayo, con la excepcion de
que requirié una mayor cantidad de Ag y una mayor dilucion de muestra para la
deteccién optima de la sefial especifica (Maxima relacion OD total/OD blanco).
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Tabla 1: En tabla 1 se resumen valores de los parametros optimizados para
los ensayos de ELISA indirecto obtenidos en pruebas de puesta a punto.

Antigeno Concen-tracion Buffer de Buffer de S;I:c:](;r;de Dilucién de | Sistema de detec-
9 de pegado Pegado Lavado oqueoy Muestra cion (Proveedor)
diluyente
TLip! 10 pg/ml EtOH 100% PBS 1/1000
1% BSA
ManLAM?2 PBS pH=8.4 pH=7.2 1/1000
PBS Anti-IgG/M/A
PPD3 1/1000
Tugim 0,5% BSA humana conju-
HSP104 s PBS tween 1% HSA 1/800 gado con HRP
Buffer CO 0.05% pH=7.2 (Sigma)
P19KDS pH=9.5 pH=72 1/500
Manano® 5ug/ml 1/1500

1y 2 Elextracto lipidico total y el ManLAM derivados de la cepa H37Rv fueron gentilmente provis-
tos por el Dr Belisle (Colorado State University, USA).

3 La PPD derivada de aislados clinicos europeos fue provista por el Statens Serum Institut
(Copenhagen, Denmark)

4Y5 Las proteinas recombinantes clonadas de la cepa H37Rv, producidas en E.coliy purificadas
por afinidad fueron provistas por la organizaciéon mundial de la salud (OMS).

6 El manano fue comprado a Sigma-Aldrich (C.A.B.A, Argentina).

1.2. Prueba de Hipétesis

Dado que los datos bibliograficos presentan contradicciones respecto
del valor diagnostico de los anticuerpos presentes en el LP de diferentes
etiologias, decidimos comparar los valores relativos de los titulos frente a los
citados Ag micobacterianos en el LP y la SP de pacientes con TB. Analizados
individualmente, ninguno de los Ag aqui estudiados presenté niveles signi-
ficativamente incrementados de inmuno-reactividad en el LP. Este hecho,
sumado a la gran variabilidad observada entre los participantes afecté nega-
tivamente las chances de que estos ensayos puedan ser considerados per
se buenos predictores de enfermedad (Figura 1A). Por otra parte, realizamos
un analisis grupal del patron de inmuno-reactividad presente enla SP y el LP
pleural de cada paciente con el fin de evidenciar si existia alguna asociacion
con valor diagnostico entre los Ag (Analisis Multivariado). Mediante estos
métodos pudimos clasificar a la poblacién de pacientes en 4 clusters (Figura
1B). Los integrantes de cada cluster comparten un patrén de distribucién y
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especificidad de la inmuno-reactividad que los diferencia significativamente
de los pacientes que integran los demas clusters. Si bien esta caracterizacion
podria tener cierto interés académico, el valor practico de estos patrones
en el diagnéstico de la pleuresia es despreciable con respecto al esfuerzo
analitico-experimental que requiere su realizacion. Finalmente, testeamos
si el analisis de la afinidad relativa de los Ab presentes en LP y SP podria
revelar caracteristicas diferenciales con algun potencial diagnostico. Lamen-
tablemente no hallamos evidencias que justifiquen esta hipotesis (Figura
1C.). Tomando todo esto en consideracion, concluimos que un diagndstico
serolégico del LP basado en Ab especificos no presenté en ninguno de los 6
Ag micobacterianos aqui estudiados, las caracteristicas de factibilidad reque-
ridas para estudios posteriores.

2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA PARED CELULAR DE MTB.

2.1. ELISA basado en Células, puesta a punto.

El LP de pacientes con tuberculosis (TB) es un exudado rico en molé-
culas secretadas por células del sistema inmune que son especificamen-
te reclutadas al foco inflamatorio. En este sentido, nosotros hipotetizamos
que anticuerpos especificos dirigidos contra la bacteria podrian encontrarse
aumentados en el LP de pacientes TB, constituyendo una herramienta para
el diagnostico diferencial del derrame pleural por TB.

A fin de medir anticuerpos que reconozcan estructuras presentes en la
pared celular de Mtb, desarrollamos un método de ELISA donde empleamos
como Ag la bacteria intacta en lugar de emplear un Ag soluble adsorbido a un
soporte solido como es comun observar. Este método garantiza que sélo los
anticuerpos capases de reconocer epitopes accesibles en la superficie del
patdgeno seran detectables. Durante la fase de puesta a punto, optimizamos
distintos parametros experimentales como dilucién de la muestra, concen-
tracion de Ag particulado, tiempos de incubacion, etc. También comparamos
el desempefio de 2 cepas de Mtb para ser empleadas en este ensayo. Una
es un aislamiento de un brote de alta virulencia en USA (Valway et al. 1998)
denominada CDC1551. La otra cepa es un aislamiento local perteneciente al
linaje latino-americano (LAM) conocida como 6006. El desempefio como Ag
particulado en suspension de ésta ultima fue muy superior (Figura 2) por lo
que fué seleccionada para ser empleada en los sucesivos ensayos de dosaje
de Anticuerpos anti-pared celular.
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Figura 1. Ensayos de ELISA indirectos para la deteccion en SP y LP de Anticuerpos
especificos dirigidos contra moléculas abundantemente expresadas en M. tuberculo-
sis. A. muestra los resultados de los 6 ensayos diferentes donde se evaluaron 2 mues-
tras pareadas (PF, liquido pleural y PB, plasma sanguineo) de 27 pacientes. Los datos
son presentados en funcion del tipo de muestra y correlacionados para cada paciente.
B. Analisis multivariado (clasificacion de K-means basada en un analisis previo de
componentes principales) del conjunto de datos del panel A.C. Analisis de afinidad
relativa de 6 pacientes representativos. Los datos son presentados en funcion del tipo
de muestray el tipo de Ag (Izquierda) y correlacionados para cada paciente (Derecha).
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Figura 2. Puesta a punto de un ensayo de ELISA-basado en células para el
dosaje de Anticuerpos anti-pared celular de Mtb en pacientes con tuberculosis
pleural. Los resultados muestran el desempefio de 2 cepas de Mtb utilizadas como
antigeno particulado en suspension. Notese que la cepa del linaje LAM derivada de un
aislamiento local (Cepa 6006) presenta un mejor desempefio que la cepa obtenida de
un brote en USA durante la década de los’90 (CDC1551, Valway et al. 1998; N Engl J
Med 338, 633-639.).

2.1.1 Prueba de Hipotesis

En estudios sucesivos comparamos la inmureactividad de 25 muestras
pareadas de SP y LP contra la cepa 6006 empleando el ensayo descripto
en la seccion 2.1. No hallamos diferencias significativas entre ambos tipos
de muestra, a la vez que evidenciamos una alta variabilidad entre pacientes
(Datos no presentados). Esto sugiere que los Ab totales dirigidos contra la
pared de Mtb tampoco presentan compartimentalizacion en el sitio lesional
al igual que los Ab contra moléculas solubles (seccion 1.1).

2.2. Citometria de Flujo, puesta a punto.

Continuado con la tara de caracterizar Ab que reconozcan estructuras
presentes en la pared celular de Mtb, desarrollamos una serie métodos basa-
dos inmuno-fluorescencia indirecta mediante citometria de flujo. Por medio
del uso de anticuerpos secundarios fluorescentes de especificidad definida,
estos métodos permiten no solo estimar la cantidad relativa de anticuerpos
anti-pared de Mtb presentes en una dada muestra, sino también discriminar
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el isotipo de los mismos. Durante la fase de puesta a punto, optimizamos
distintos parametros experimentales como dilucién de la muestra, tiempos
de incubacion, concentracion de bacteria, etc. También se analiz6 si existe
una inmunoreactividad diferencial dependiendo del background genético del
patégeno. Para esto enfrentamos diferentes aislados locales de Mtb con un
pool de sueros de alto titulo contra Mtb de la cepa 6006 determinado con el
método descripto en la seccion 2.1.

Nuestros resultados mostraron una mayor inmuno-reactividad de los
anticuerpos de isotipo IgG e IgM pero no se evidenciaron patrones diferen-
ciales entre muestras de suero o LP. Por otro lado, pudimos evidenciar una
alta variabilidad entre la inmunoreactividad de las distintas cepas sin que se
observe un correlato evidente con su background genético (Figura 3).

2.2.1 Prueba de Hipotesis

Finalmente, dado que presentaron un comportamiento mas estable en
los ensayos de puesta a punto, seleccionamos la cepa 6006 y los Ag de tipo
IgG para llevar a cabo un estudio de factibilidad con 20 muestras pareadas
de SPy LP pleural. Encontramos el los niveles de Ab IgG levemente mayores
(p<0.05) en SP que en LP, lo cual resulta de cierto interés académico pero
de escaso valor diagndstico de acuerdo a nuestros propdsitos anunciados.

3. ACTIVIDAD PEROXIDASA

3.1.Puesta a punto:

Considerando que nuestros sobre Ab como biomarcadores no arrojaron
resultados plausibles para el diagnostico diferencial, nos planteamos estu-
diar actividades enzimaticas asociadas a leucocitos inflamatorios. Para esto,
primero llevamos a cabo la puesta a punto de un ensayo espectrofotométrico
para medir la actividad peroxidasa, una enzima muy estable y fuertemente
asociada a leucocitos PMN (mieloperoxidasa).

Inicialmente, pusimos a prueba una serie de sustratos colormétricos y
buffers de reaccién en busca de aquellos que sean compatibles con nuestro
formato de ensayo, tipo de muestra y las condiciones de almacenamiento de
las mismas. Encontramos que una solucion de TMB (3,3’, 5,5’ tetramethyl
benzidine) en Buffer Citrato/Fosfato resulta adecuada y produce resultados
consistentes utilizando muestras de exudado congeladas (LP) como fuente
de enzima (ver Tabla 2).
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Figura 3. Matriz de valores de Intensidad de fluorescencia relativa (A.) e Histogramas
representativos (B.) de la inmunoreactividad isotipo-especifica de diferentes aislados
clinicos locales y extranjeros de Mtb, BCG y M.smegmantis. Los aislados de Mtb mul-
tiresistentes a drogas se sefialan con®.
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Luego, determinamos las diluciones de las muestras en las cuales el
ensayo resulta mas sensible (Figura 4A). También establecimos el rango de
tiempo de almacenado a -20°C en el cual la actividad enzimatica permanece
estable. Observamos que en muestras almacenadas entre 1000-1600 dias
la actividad enzimatica no diferia de la presente en muestras almacenadas
de 0-400 dias (p>0,05; Figura 4B) por lo que se infirid que la enzima resulta
estable en el tiempo y temperatura indicados.

Tabla 2: Puesta a punto de un ensayo de Actividad Peroxidasa en LP de pacientes
con TB.

Descripcion del Procedimiento A un volumen (vol.) de dilucién de muestra a
T°ambiente se le adiciona igual volumen de
solucion (sIn.) de sustrato. La reaccion (rxn)
se deja proceder en oscuridad por 25minutos.
Trascurrido este periodo, con 1 volumen de sin.
stop se detiene la rxn y se mide la DO a 450nm
restando 570nm.

Formato del Ensayo Placa 96 pocillos de media area
Vol. de muestra (SP o LP) 2ul
Vol. y tipo de Buffer de dilucion 20ul de Buffer Citrato/Fosfato 0,05M

Vol. y especificaciones de sIn. de sustrato 20ul de TMB 0,006% wi/vol./ 0,003% H202 en
Buffer Citrato/Fosfato 0,05M

Especificaciones de Sustrato elegido Polvo estéril, Sigma

Solvente de reconstitucion del sustrato Etanol 100% (Solucién stock 0,3% TMB)
Vol. de H202 agregado a sln sustrato 2ul cada 10ml

Tipo, vol. y concetracién de sin. stop 20ul H2S04 2N

3.2. Prueba de Hipoétesis

Finalmente, aplicamos nuestro ensayo a una poblacion de muestras
pareadas de LP y SP (n=20) de pacientes con TB, a fin de estimar su valor
diagndstico. En tal sentido, no hallamos una tendencia estadisticamente sig-
nificativa lo cual sugiere que esta enzima, a pesar de su estabilidad, no retne
las caracteristicas necesarias para ser considerada como un biomarcador de
interés (Figura 4C). Interesantemente, encontramos cierta compartimentali-
zacion en la actividad dado que pacientes que presentan alta actividad en LP
presentan baja actividad en SP y viceversa (Figura 4D).
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Figura 4. Actividad Peroxidasa en SP y LP de pacientes con TB. A: Puesta a punto de
dilucién 6ptima para el ensayo colorimétrico. B: Estudio de estabilidad de la actividad
enzimatica en funcién del tiempo de almacenado de las muestras a -20°C. C: Estudio
poblacional de la actividad de Peroxidasa en funciéon del tipo de muestra. D: Analisis
de correlacion de la actividad enzimatica medida en cada tipo de muestra.

4. INTERFERON GAMMA

41. In vivo: ELISA sandwich de LP y plasma sanguineo (PB)

El LP de pacientes con tuberculosis es un exudado rico en células T efec-
toras que son reclutadas al sitio de infeccion en respuesta a la presencia de
Ag micobacterianos. Estas células son del tipo TH1, por lo que son secretoras
de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IFN-g. Tomando esto en con-
sideracion, decidimos evaluar el potencial diagndstico de estas citoquinas
en el diagnostico diferencia de la pleuresia tuberculosa. Durante el presente
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periodo, determinamos mediante un kit de ELISA comercial (e-Bioscience,
L.A, USA) la cantidad de IFN-g en suero (BP) y LP a partir de una poblacion
de 27 pacientes tuberculosos. El resultado del estudio preliminar se resume
en la figura 5. Pudimos evidenciar que la mencionada citoquina se encuentra
altamente enriquecida en el LP respecto de la BP (p<0.0001, test pareado de
Willcoxon) en la mayoria de los pacientes estudiados (25/27).

El presente resultado fuertemente sugiere que el IFN-g resulta ser un
biomarcador muy promisorio para ser aplicado en el diagndstico diferencial
de la pleuresia tuberculosa, dado que se halla fuertemente compartimentali-
zado en el sitio lesional.

IFN-y
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Figura 5. Dosaje de IFN-g en muestras de plasma (BP) y liquido pleural (LP) de
pacientes con tuberculosis pleural activa. Resultados agrupados por tipo de mues-
tra (Gréficos superiores) y correlacion entre tipo de muestra dentro de cada paciente
(Gréficos inferiores). *** p<0.0001.

4.2. Ex vivo: Citometria de Flujo

A partir de los resultados de la seccion 4.1 y resultados previos (Losi et
al. 2011, Eldin et al 2012, Schierloh et al 2012) decidimos identificar y carac-
terizar la funcionalidad cuales son las células productoras de IFN-g en LP y
evaluar métodos para detectarlas. Para ello realizamos un analisis retros-
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pectivo de muestras testeadas para produccion intracitoplasmatica de IFN-y
inducida por estimulacién ex vivo con Mtb irradiado. Para este analisis inclui-
mos derrames pleurales TB, derrames pleurales debidos a otras etiologias
infecciosas como helmintiasis e infecciones paraneumonicas bacterianas y
derrames pleurales secundarios a patologias malignas (adenomas y meso-
teliomas) remitidos a nuestro laboratorio entre los afios 2005-2010. Sélo se
incluyeron muestras negativas para HIV.

El analisis de ROC (Receiver Operating Characteristic curve) arrojo que
un bioensayo basado en” de linfocitos pleurales IFN-y positivos es altamente
predictivo para discernir entre derrame pleural tuberculoso y derrame pleu-
ral de otro origen (p<0.001, datos no presentados). Mas aun, realizando un
analisis discriminado entre las poblaciones pleurales linfoides productoras de
IFN-y, observamos que las células Natural Killer presentan un mayor poder
predictivo que las células T (Figura 6A), a pesar de que estas ultimas, en fun-
cion de su mayor numero, aportan mayor cantidad neta de dicha citoquina al
sobrenadante de cultivo (Figura 6B).

4.3. Ex vivo: ELISA sandwich de Medios Condicionados (MC).

En virtud de los promisorios resultados del ensayos de produccidn ex
vivo de IFN-g medido por citometria de flujo y teniendo en cuenta que la
disponibilidad de este equipamineto es todavia infrecuente en los laborato-
rios de analisis clinicos de nuestro pais, nos propusimos evaluar el mismo
esquema anterior pero midiendo la secrecion de dicha citoquina por ELISA
(Figura 6B, panel derecho y datos no presentados). Nuestros resultados
preliminares indican que este método presenta las caracteristicas mas pro-
misorias debido a la alta sensibilidad y especificidad diagndstica sumada al
hecho de que su realizacion no requiere equipamiento sofisticado como la
citometria de flujo.

RESUMEN

El diagnostico de la Pleuresia tuberculosa plantea aun dificultades para
la clinica dado esta afeccion comparte muchas caracteristicas con otros exu-
dados pleurales de origen maligno e infeccioso. En el presente estudio se
describe el desarrollo y puesta a punto de una serie de metodologias de
deteccion de biomarcadores a fin de evaluar su posible valor en la clasifica-
cion diferencial de exudados pleurales de distinto origen. Nuestros resultados
indican que los ensayos basados en deteccién de Anticuerpos especificos
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como asi también la determinacién de actividad peroxidasa en liquido pleu-
ral (LP) no presentan caracteristicas que justifiquen su consideracion como
candidatos utiles. Por otro lado, tanto el interferon gamma (IFN-y) endégeno
presente en la efusion pleural como la produccion de IFN-y frente a la estimu-
lacion ex vivo con Mycobacterium tuberculosis (Mtb), son predictores promi-
sorios de pleuresia de origen tuberculoso (TB).
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Figura 6. ROC andlisis de ensayos de respuesta de interferon gamma (IFN-g) en célu-
las NK pleurales (rojo) y células T pleurales (violeta) (A.). Andlisis de la contribucién
individual de cada poblacion celular pleural (linfocitos T CD4 positivos, CD8 positivos
y NK) a la produccion total de IFN--g (B.).
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ABSTRACT

Tuberculous pleurisy diagnosis still remains as an unresolved clinical
issue given that this condition shares many characteristic with pleural exu-
dates from infectious or malignant origin. In this study we describe devel-
opment and implementation of several biomarker assays oriented to cluster
pleural effusion of different origins. Our results show that specific Antibodies
and pleural peroxidase activity do not exhibited enough capabilities to be con-
sidered as potential candidates. By contrast, pleural measurements and ex
vivo production of gamma interferon are promising predictors of tuberculous
pleurisy.
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ESTUDIO DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA
COMO MEDIADOR DE LA RESISTENCIA AL TRATAMIENTO
CON HERCEPTIN Y SU APLICACION NUEVAS ESTRATEGIAS
PRONOSTICAS

Martin Rivas, Florencia Mercogliano, Mercedes Tkach, Isabel Frahm,
Esteban Maronna, Roxana Schillaci
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, CONICET, Vuelta de Obligado 2490,
(1428) Buenos Aires, Argentina

INTRODUCCION

ElI TNFa es una citoquina que en la glandula mamaria favorece la prolife-
racion, la ramificacion morfogénica y modula la diferenciacion funcional del
epitelio mamario!2. En cancer de mama se comprobo la existencia de una
correlacion positiva entre el nUmero de macrofagos infiltrantes del tumor que
expresan TNFa3 y el estadio del tumor mamario. Estas evidencias indican
que el TNFa esta presente en el microambiente tumoral y favoreceria la pro-
gresion tumoral. En nuestro laboratorio, hemos demostrado que el TNFa es
capaz de inducir el crecimiento in vivo e in vitro de las células del carcinoma
de mama murino C4HD, a través de un mecanismo que requiere la activacion
del factor de transcripcion NF-kB#4. Recientemente comprobamos, por prime-
ra vez, que el TNFa induce la transactivacion de ErbB-2 (HER-2), receptor
con actividad tirosina quinasa intrinseca, y que lo utiliza para activar al factor
de transcripcion NF-kB y promover asi el crecimiento celular en células de
cancer de mama murino y humanos que sobreexpresan ErbB-25

El ErbB-2 es una molécula clave en el cancer de mama puesto que la
sefializacion a través de este receptor contribuye a la transformacion onco-
génica. La sobreexpresion de ErbB-2 se detecta en aproximadamente un
cuarto de todas las mujeres diagnosticadas con cancer de mamas. Estos
tumores tienen un mayor potencial metastatico y los pacientes tienen una
menor sobrevida®é. Por todo lo expuesto, el ErbB-2 ha sido utilizado como
blanco terapéutico, en especial utilizando anticuerpos monoclonales como el
trastuzumab (Herceptin®). Sin embargo, la experiencia clinica indica que solo
el 30% de los pacientes tratados con Herceptin responden al tratamiento?.
Este hecho condujo al estudio de los mecanismos por los cuales los tumores
que sobreexpresan ErbB-2 generan resistencia a la terapia con Herceptin. En
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linea con ese objetivo, en el presente trabajo comprobamos que la sobreex-
presion de TNFa puede conducir a la resistencia al tratamiento con Hercep-
tin en células originalmente sensibles. Asimismo comprobamos tanto in vivo
como in vitro que el bloqueo de TNFa recupera la sensibilidad a la Herceptin
en células resistentes. Por ultimo, pudimos comprobar la expresion de TNFa
en biopsias de carcinomas mamarios ductales infiltrantes.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares, ensayos de proliferacion celular y apoptosis

La linea celular de cancer de mama humano BT-474 proviene de la
ATCC, mientras que las JIMT-1 de la DSMZ8. Las células fueron cultivadas
en medio RPMI 1640 o DMEM con 10% de suero fetal bovino, respecti-
vamente. Se utilizé 10mg/ml Herceptin (Roche) o de 5 mg/ml Etanercept
(Wyeth), determinandose la proliferacién celular por incorporacion de timi-
dina [H]3 a las 72 h de cultivo y por octuplicado, como describimos anterior-
mentes.

Transfecciones transientes

Los ARN de interferencia (ARNi) dirigidos contra el ARNm del TNFa
fueron sintetizados por Dharmacon, Inc (Lafayette, CO) Un oligonucleétido
cuya secuencia no es alineable con blancos celulares fue usado como control
negativo (Dharmacon). La transfeccién fue realizada usando el reactivo de
transfeccion DharmaFECT con 100 nM de ARNi durante 72 horas y verifica-
mos la efectividad de la inhibicion de la proteina correspondiente por Western
blot (Figura 2C). La transfeccion con el plasmido pSV2neo-TNFa o con el
plasmido pSV2 neo como control se realizécon FUGENE verificando la efec-
tividad de la transfeccion del TNFa por Western blot (Fig 1B).

Crecimiento del tumor JIMT-1 in vivo

Ratones hembras virgenes nude fueron inoculados subcutaneamente
(s.c.) enelflanco izquierdo con 3 x 106 células JIMT-1. El ancho (A) y largo (L)
del tumor fueron medidos con calibre tres veces por semana, y el volumen
tumoral (mm3) se calculé como (L x A2)/2. Cuando los tumores se hicieron
palpables, los animales fueron tratados como se detalla: 1) IgG humana 5
mg/kg, dos veces por semana; 2) etanercept 5 mg/kg, dos veces por semana;
3) trastuzumab 5 mg/kg, una vez por semana e IgG humana 5 mg/kg una vez
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por semana; o 4) etanercept 5 mg/kg dos veces por semana + trastuzumab 5
mg/kg una vez por semana.

Analisis histopatolégico

Al finalizar los experimentos, los tumores fueron removidos fijados en
formol neutro 10% e incluidos en parafina. Se realizé tincién con hematoxili-
na-eosina (H&E) para realizar el analisis histopatoldgico.

Inmunohistoquimica

Las determinaciones se realizaron por inmunohistoquimica en cortes de
parafina de 5 mm de espesor utilizando los anticuerpos anti TNFa (Abcam
AB1793 1:50) o el anti ErbB-2 A0486 (Dako, 1:250). Se utilizaran como siste-
ma de deteccién Envision (Dako Cytomation) Estos ensayos fueron realiza-
dos y cuantificados por los Dres. Isabel Frahm y Esteban Maronna, patélogos
del Servicio de Patologia y Biologia Molecular del Sanatorio Mater Dei.

Western blot

Las proteinas fueron obtenidas de extractos celulares como se descri-
bié prevamente® y sometidas a SDS-PAGE. Luego se utilizé para detectar
las proteinas en estudio los siguientes anticuerpos: anti- TNFa, fosfo ErbB-2
(Cell Signaling), ErbB-2 (Santa Cruz), actina y tubulina (Neomarkers). Poste-
riormente se utilizé ECL para revelar.

Analisis estadistico
Las diferencias entre el control y los grupos experimentales fueron ana-
lizadas mediante ANOVA, seguida por prueba t de Tukey

RESULTADOS

La expresion de TNFa favorece la resistencia a la accion de la
Herceptin en células de cancer de mama que sobreexpresan ErbB-2
Es sabido que las células BT-474 son células sensibles a tratamiento
con Herceptin, provocando la inhibicion en su proliferacion. Sin embargo,
la transfeccion de estas células con un plasmido que codifica el TNFa, fue
capaz de aumentar la proliferacion de éstas células y de hacerlas resistentes
al tratamiento con Herceptin (Figura 1A). Asimismo el aumento de sintesis
de TNFa inducido por la mencionada transfeccion provocé un aumento en
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la fosforilaciéon de ErbB-2 de forma similar a lo demostrado previamente por
nosotros por el agregado exégeno de TNFa (Figura 1B).
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Figura 1 Efecto de la produccion de TNFa endégeno sobre la accién de la Her-
ceptin. (A) Las células BT-474 fueron transfectadas con un vector de expresion de
TNFa o con el correspondiente vector vacio y fueron tratadas con 10 ug/ml Herceptin.
Se realizé un ensayo de proliferacion por incorporacion de 3H timidina a las 48h de
cultivo. *P<0.05,**P<0.001.(B) Western blot comprobando la efectividad de la transfe-
ccion del plasmido de TNFa y la fosforilacion de ErbB-2.

El bloqueo de TNFa sensibiliza a la accion de la Herceptin

Las células JIMT-1 son resistentes al tratamiento con Herceptin, producen
TNFay expresan el receptor de TNFa tipo 1 (TNFR1), principal mediador de los
efectos de TNFa en cancer de mama (Figura 2A). Con el objeto de demostrar si
el TNFa participa de la resistencia de esta linea celular a la Herceptin, quisimos
bloquear su expresion. Para ello utilizamos ARN de interferencia (ARNi) contra
TNFa y determinar si afectaba la proliferacion celular en presencia de Hercep-
tin. Como se observa figura 2B, el bloqueo de TNFa no modifico la proliferacion
de las células JIMT-1. Sin embargo, el tratamiento simultaneo con Herceptin
en células JIMT-1 que no pueden sintetizar TNFa, resulté en la inhibicion de la
prolifera-cién celular. Teniendo en cuenta estos hallazgos, quisimos determi-
nar lo que sucede en una situacion in vivo. Para ello, inyectamos células JIMT-1
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enratones nude 'y, cuando el tumor fue palpable, se administré i.p. el anticuerpo
bloqueante de TNFa, etanercept, Hercep-tin o los dos anticuerpos de forma
simultanea. Como control, un grupo de ratones recibié IgG humana. Al dia
32 observamos que el trata-miento con etanercept o Herceptin no modificé el
crecimiento del tumor. Sin embargo, la administracion simultanea de ambos
anti-cuerpos inhibio el creci-miento tumoral en un 54% (Tabla 1).
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Figura 2. Bloqueo de TNFa en células JIMT-1. (A) Las células JIMT-1 fueron cul-
tivadas en presencia de distintas concentraciones de suero fetal bovino (SFB) y se
determind la expresién de TNFa y del receptor de TNFa tipo 1 (TNFR1) por Western
blot a las 48 de cultivo. (B) Las células fueron transfectados con 100 nM ARNi de TNFa
durante 3 dias o ARNi control y luego se agrego 10mg/ml de Herceptin o IgG humana
por 48h determinandose la proliferacion celular por incorporacién de 3H timidina.
P<0.001.(C) Efectividad de los ARNi de TNFa utilizados.
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El analisis histopa-tolégico, mostré que los tumores del grupo tratado con
la IgG humana tuvieron un patron de crecimiento soélido, acordonado, con un
alto numero de figuras mitéticas por campo (Figura 3). Como era esperable
para este tumor, dado su conocida resistencia a la Herceptin, el tratamiento
con Herceptin no modificd notablemente las caracteris-ticas histopatoldgi-
cas del tumor. Sin embargo, el tratamiento con etanercept, se tradujo en un
aumento en el porcentaje de necrosis, que presento un patron geografico. Si
bien el patron de crecimiento tumoral continué siendo columnar, se advirtie-
ron un mayor numero de formaciones pseudoductales. El nUmero de figuras
mitéticas por campo de alto aumento en la zona viable del tumor, por su parte,
fue significativamente menor (4-6 mitosis por campo en el grupo IgG vs. 1-2
por campo en los grupos etanercept o etanercept + Herceptin). Una caracte-
ristica que cabe mencionar en los tumores del grupo tratado con Herceptin +
etanercept, fue la presencia de zonas de hialinizacion, considerado un signo
franco de involucién del tumor (Figura 3).

Para poder comenzar a estudiar un posible mecanismo por el cual el
etanercept sensibiliza a las células JIMT-1 al tratamiento con Herceptin, rea-
lizamos una inmunohistoquimica de ErbB-2 de los tumores obtenidos. Nota-
blemente, el tratamiento con etanercept resulté en un aumento de la mar-
cacion para el ErbB-2 en los tumores JIMT-1: observamos que los tumores
provenientes del grupo control (IgG), Herceptin o Herceptin + etanercept se
distribuyeron en 1+ y 2+, y llamativamente los del grupo etanercept fueron
en su mayoria 3+ (4 de 5) y 2+ (1 de 5) (Figura 3). Estudios realizados por
Western blot, revelan que el bloqueo de TNF a no aumenta la expresién de
ErbB-2 (datos no mostrados). Estos resultados sugeririan que el bloqueo de
TNFa lograria una mayor exposicion de ErbB-2 en la membrana plasmatica
de las células tumorales.

Estos resultados en su conjunto sugieren que el TNFa es un factor que
promueve la resistencia a Herceptin y que al impedir la accion de esta citoqui-
na, las células tumorales recuperan la sensibilidad a Herceptin.

Los experimentos se realizaron en ratones nude inyectando 3x106cel.
Cuando el tumor fue palpable, los animales se inyectaron con Herceptin (5
mg/kg, una vez por semana), etanercept (5 mg/kg, dos veces por semana), o
la combinacion de ambos, o con una IgG humana como control. El volumen
tumoral se estimé usando la formula (LxA2)/2, donde L es la longitud del
tumory A el ancho. Los resultados mostrados corresponden al dia 32
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Tabla 1. Inhibicién del crecimiento del tumor JIMT-1 xenoigertado en ratones nude por
tratamiento con etanercept y Herceptin

Vol. tumoral (mm®) % inib. Crecim

Tratamiento (media + SE)
19G humana 2176 £40,3
Herceptin 219,7 + 38,8
Etanercept 2177 +37,0
Ferceptin +
etanercept 99,9 +10,7 54,1
IgG humana Etanercept Trastuzumab Trastuzumab + etanercept

H&E 400X H&E 100X H&E 40X

IHQ ErbB-2

Figura 3 Cambios histopatolégicos en tumores JIMT-1 que recibieron tratamien-
to con etanercept, Herceptin (trastuzumab) o etanercept + Herceptin. Tumores
JIMT-1 extirpados de ratones nude que recibieron tratamiento con IgG humana, eta-
nercept, tastuzumab o ambas drogas en combinacion fueron fijados en formaldehido
y parafinados. Cortes de 4 um fueron teflidos con hematoxilina y eosina. Se muestran
secciones representativas de cada grupo de tumores. En la parte inferior de la figura
se muestra el resultado de la inmunohistoquimica (IHQ) para ErbB-2 en tumores de los
cuatro grupos puntuados como 1+, 3+, 1+ y 2+ respectivamente
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Estudio de la expresion de TNFa en biopsias de pacientes con cancer
de mama

Reunimos una cohorte de 20 pacientes diagnosticados con carcinoma de
mama ductal invasivo cuyas biopsias fueron obtenidas antes de su tratamiento.
Como control, utilizamos tejido mamario obtenido de mujeres sometidas a ciru-
gia de reduccion mamaria. Pudimos observar que en las biopsias de cancer
de mama la marcacion de TNFa era intensa y predominantemente nuclear,
mientras que en las biopsias normales, la tincion era citoplasmatica y débil. En
la figura 4 se observan las tinciones de 3 carcinomas representativos.

A

Figura 4. Inmunohistoquimica de TNFa en biopsias de pacientes con carci-
nomas mamarios ductales invasivos. La inmunohistoquimica se realizé como se
detalla en Materiales y Métodos. (A)-(C) muestras representativas de 3 pacientes.
Magnificacion 100X. (D) Magnificacién 400X de la muestra (C).

DISCUSION

En el presente trabajo hemos mostrado evidencias que el TNFa juega un
importante papel en la resistencia al tratamiento con Herceptin en células de
cancer de mama que sobreexpresan ErbB-2. Por una parte, comprobamos
en células sensibles a la accion de Herceptin, que la sobreexpresion de TNFa
conduce a la pérdida de respuesta a Herceptin. Esto se comprobé a través de
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ensayos proliferacion celular en la linea BT-474. Por otra parte, utilizamos un
modelo de células de cancer de mama resistentes a Herceptin, como son las
células JIMT-1. En estas células comprobamos que el bloqueo de la sintesis
de TNFa, utilizando ARNi, conducia a que la Herceptin pudiera inhibir el cre-
cimiento celular. Para poder obtener una evidencia pre-clinica que sustente
el hecho que el bloqueo de TNFa puede favorecer la sensibilidad a Herceptin,
se realizaron experimentos in vivo con las células JIMT-1. Los xenoingertos
de JIMT-1 en ratones nude fueron tratados con etanercept, anticuerpo mono-
clonal de amplio uso en el tratamiento de artritis reumatoidea’?, con Hercep-
tin o con ambos anticuerpos. Observamos que el tratamiento combinado de
etanercept y Herceptin indujo una marcada inhibicion en el crecimiento tumo-
ral. Al estudiar una posible causa por la cual el bloqueo de TNFa sensibiliza
a las células al tratamiento con Herceptin, realizamos una IHQ de ErbB-2.
Asi comprobamos que la neutralizacion del TNFa por Etanercept induce un
desenmascaramiento del ErbB-2 en la membrana plasmatica. Esto pude ser
debido a que en la linea celular JIMT-1 el ErbB-2 se halla asociado a MUC-
411, Posiblemente, el TNFa intervenga en la sintesis/expresién de mucinas.

Por ultimo, comprobamos que el TNFa esta presente en biopsias de
tumores de mama infiltrantes. Futuros estudios revelaran si existe correla-
cion entre la expresion de TNFa, la activacion de ErbB-2 y la sobrevida de los
pacientes tratados con Herceptin.

ABSTRACT

Tumor necrosis factor alpha (TNFa) is a pleiotropic cytokine which, acting
locally, induces tumor growth. Accumulating evidence, including our findings,
showed that TNFa is mitogenic in breast cancer cells in vitro and in vivo.
Interestingly, we have already demonstrated that TNFa is able to transac-
tivate ErbB-2 and to induce proliferation even in presence of Herceptin. In
the present study, we explored TNFa involvement on Herceptin resistance on
highly aggressive ErbB-2-overexpressing breast cancer cells. We found that
overexpression of TNFa in BT-474, Herceptin-sensitive cells, turns them to a
resistant phenotype. Moreover, in vivo and in vitro experiments using JIMT-
1, Herceptin-resistant cells, showed that blockage of TNFa turns the cells
sensitive to Herceptin treatment. This effect was evident by the inhibition of
proliferation of JIMT-1 with Herceptin, when TNFa synthesis was abolished by
transfection with small interference RNA. Moreover, JIMT-1 xenograft growth
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was inhibited by a 54% along with the simultaneous administration of the anti-
body anti TNFa, etanercept, together with Herceptin. We disclosed that block-
age of TNFa enhanced ErbB-2 exposure in the plasma membrane of JIMT-1,
suggesting a possible mechanism by which Herceptin become effective in
this cells. We also detect TNFa expression in invasive ductal breast cancer
specimens, highlighting the relevance of this cytokine in this disease.
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ESTUDIOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES EN MIELOMA
MULTIPLE. SU SIGNIFICADO CLINICO.
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RESUMEN

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia caracterizada por una infil-
tracion atipica de células plasmaticas en la médula ésea (MO) y la secrecion
de una proteina monoclonal, el componente M, en suero y/u orina. Presenta
amplia heterogeneidad en su comportamiento clinico, con pacientes que pre-
sentan larga sobrevida y otros que muestran rapida progresion de la enfer-
medad. Si bien durante las uUltimas décadas se han logrado notables avances
en la identificacion de factores pronodstico, el perfil genético del tumor surge
como el mas importante en relacion al prondstico y la respuesta al tratamien-
to. Esto indica la necesidad de ahondar en el conocimiento de los mecanis-
mos moleculares involucrados en la patogénesis de esta neoplasia y marca
la importancia de la busqueda de nuevos marcadores genéticos capaces de
identificar subgrupos de pacientes con diferente evolucién clinica. En ese
contexto, el objetivo del presente estudio fue profundizar la caracterizacién
citogenética y citomolecular de las anomalias cromosdmicas secundarias en
MM vy evaluar la expresién de los genes MCL-1, DKK1y GSTP1, de probable
asociacion clinica, asi como los cambios en la expresién de los genes asocia-
dos a telémeros: TRF2, TANK1, POT1y hTERT, y correlacionar estos datos
con los factores prondstico de la enfermedad. Se evaluaron 54 pacientes con
MM (35 varones; edad media: 68 afos; rango: 30-87 afios). Se realiz6 cultivo
de MO y analisis citogenético con bandeo G complementado con FISH (fluo-
rescence in situ hybridization) y Multi-FISH. El analisis de expresion génica
se efectué mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR). El analisis cromoso-
mico permitio detectar 12 casos con 32 rearreglos estructurales nuevos: 22
translocaciones, 1 delecion, 3 pseudodicéntricos, 2 duplicaciones y 4 rea-
rreglos complejos. El cromosoma 1 fue el mas involucrado con anomalias
que generaron fundamentalmente ganancias de 1q. Los pacientes con alte-
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raciones nuevas presentaron niveles aumentados de ,microglobulina (8,M)
calcio (p=0,0001), lactato deshidrogenasa (LDH) e infiltracion de la MO (IMO)
(p=0,0005), y disminucion de hemoglobina (p=0,029), con respecto al grupo
control. EI 90% de estos pacientes presentaron lesiones liticas, respecto del
50% observado en los controles (p=0.032). El analisis de expresion de los
genes MCL-1, DKK1y GSTP1 mostré un alto grado de heterogeneidad. El
21% de los pacientes mostrd sobreexpresion de MCL1, el 43% de GSTP1
y el 36% de DKK1, con diferencias significativas respecto de los controles
(p£0,04). Se observo una fuerte correlacion entre DKK1y GSTP1 (p<0,0001).
La expresiéon de MCL-1mostré una correlacién positiva con los niveles de
B,M (p=0,0068), y DKK1 presenté asociacion significativa con el porcentaje
de IMO (p=0,0498). La expresiéon de GSTP1 no mostré asociaciéon con los
parametros clinicos. Los genes TRF2, POT1, TANK1 y hTERT presentaron
un aumento significativo de su expresion respecto de los controles (p£0,04).
Se observo una buena correlacion entre TRF2'y POT1 (p=0,002), de hTERT
con TANK1y TRF2 (p<0,0001), y de TANKT con TRF2 (p<0,0001) y POT1
(p=0,01). La correlacion con los parametros clinicos permitié observar que
POT1 presentaba el mayor nivel de asociacion, encontrandose sobreexpre-
sion en los pacientes con estadios avanzados de la enfermedad (p=0,0001),
en casos con alto porcentaje de IMO (p=0,01), altos niveles de b,M (p=0,03) y
calcio (p=0,005), con bajos niveles de hemoglobina (p=0,008) y con manifes-
taciones 6seas (p=0,0008); TRF2 se encontraba asociado con alto porcenta-
je de IMO (p=0,001), altos niveles de calcio (p=0,04) y aumento de lesiones
liticas (p=0,01), en tanto que TANK1 y hTERT se asociaron con IMO (p=0,02
y p=0,03, respectivamente). El parametro clinico de mayor correlacion fue la
IMO, que también se encontr6 asociada negativamente con la LT (p=0,02).
Estos estudios resultan de interés teniendo en cuenta la existencia de pro-
tocolos con inhibidores de la telomerasa, en este momento en etapa experi-
mental.

ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a clonal neoplasm characterized by the accu-
mulation of malignant plasma cells within the bone marrow (BM). This malig-
nancy shows a great variability in clinical course, with patients evolving in a
few weeks, while others may enjoy a more than 10-years survival. The genetic
tumor profile is considered one of the most important prognostic factors. This
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determines the importance to find new genetic markers to identify subgroups
of patients with different clinical evolution. In this context, the objective of
this study was the cytogenetic and molecular cytogenetic characterization of
secondary chromosome alterations in MM, the expression analysis of MCL-1,
DKK1 and GSTP1 genes, of probable clinical significance, the evaluation of
changes in the expression of TRF2, TANK1, POT1 and hTERT genes, associ-
ated to telomere length regulation, and their correlation with prognostic factors
of the disease. A total of 54 patients with MM (35 males; mean age: 68 years;
range: 30-87 years), were evaluated. BM cells were processed for cytoge-
netic and FISH (fluorescence in situ hybridization) and Multi-FISH analysis by
directmethod and/or short-term culture. G-banding technique was used. Gene
expression analysis was performed by real time PCR. Cytogenetic analysis
detected 12 patients with new chromosomal alterations, most of them involv-
ing chromosome 1 that showed a strong association with clinical parameters.
Expression analysis of MCL-1, DKK1 and GSTP1 genes showed a weak cor-
relation with prognostic factors. In addition, telomere-associated genes had
a strong correlation with bone marrow plasma cell infiltration, B,microglobulin
and lactate dehydrogenase levels, being POT1 the most frequently involved
gene, suggesting the importance of these genes in the process of develop-
ment and/or progression of MM. These studies became important consider-
ing the new therapeutic approaches with diverse telomere targeting inhibitors
and suggest that a number of MM patients may be particularly sensitive to
telomere-damaging drugs.
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INTRODUCCION

El genero Enterococcus se ubica dentro del Orden Lactobacillales 'y per-
tenece a la Familia Enterococcaceae. Presenta antigeno grupo especifico D,
segun la clasificacion de Rebecca Lancefield (Suarez, 2002).

Actualmente, sobre la base de la evidencia filogenética apoyada en
estudios de secuenciacion rRNA 16S y/o de hibridacién ADN-ADN, han sido
propuestas mas de 40 especies como integrantes de este género (Euzéby,
2012).

Los enterococos integran la microbiota autdctona del tracto intestinal del
hombre y animales. Su patogenicidad es controvertida y se la puede relacio-
nar con la presencia de diferentes determinantes de virulencia codificantes
de factores como la proteina unida al colageno (ace), antigeno de endocar-
ditis (efaA), activador de hemolisina (cylA), gelatinasa (gelE), sustancias de
agregacion (asaty asa373) y proteina de superficie (esp). Adicionalmente,
los carbohidratos de la pared celular o los sitios de union de la fibronectina
que favorecen la adherencia a los tejidos del huésped pueden participar en la
patogenicidad. (Jett et al., 1994; Eaton & Gasson, 2001; Sanchez Valenzuela
et al., 2008).

Existe escasa bibliografia acerca de los factores de virulencia que con-
dicionan la patogenicidad de los enterococos ya que las diferencias entre
cepas de enterococos potencialmente patdgenas y saprdfitas no estan aun
dilucidadas (Foulquie-Moreno et al., 2006; Marget et al., 2008).

Los enterococos con determinantes de patogenicidad y de resistencia
a los ATM pueden ingresar al hombre a través de la cadena alimenticia, por
lo tanto es relevante su investigacion en las distintas regiones de Argentina.

El objetivo de este proyecto fue detectar los determinantes de patoge-
nicidad en Enterococcus spp. recuperados de alimentos de origen animal.

[412]
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé mediante un disefio observacional, descrip-
tivo, prospectivo y de corte transversal.

Las muestras representativas de diversos alimentos, elaborados y
comercializados en establecimientos minoristas fueron tomadas al azar tan-
to de la zona céntrica (ZC) como de la zona periférica (ZP) de la ciudad de
Tandil, Provincia de Buenos Aires (Compendium of Methods for the Microbio-
logical Examination of Food; APHA, 2001).

Los alimentos artesanales seleccionados para la recuperacion de Ente-
rococcus spp. fueron a) alimentos carnicos (salames, salamines, hambur-
guesas); y b) alimentos lacteos (quesos semiduros de oveja y de vaca). Las
muestras fueron recolectadas durante un afo en 4 series:

Para el procesamiento de las muestras se tomaron tres piezas de cada
tipo de alimento y se procesaron siguiendo la metodologia recomendada por
APHA (2001).

La caracterizacion se realizé mediante pruebas fenotipicas convencio-
nales, siguiendo la metodologia propuesta por Facklam y Washington (1991)
y Sparo y Mallo (2001).

En aquellas especies de Enterococcus que no se pudieron caracterizar
se aplico el analisis de perfiles electroforéticos mediante SDS-PAGE de pro-
teinas solubles, de acuerdo a Sparo et al., (2008).

Los aislamientos se almacenaron por triplicado a -20°C y a -70°C en 1
mL de caldo BHI con glicerol (30%).

La expresion de Hemolisina, Gelatinasa y Sustancia Agregativa se inves-
tigd de acuerdo a la metodologia descripta por Sparo et al (2006).

La investigacion de gelE, cylA, esp y efaA se realizé mediante PCR mul-
tiple; de acuerdo a lo descripto por Dupré et al. (2003) y Sparo et al. (2008).

Para la investigacion de los genes asat, asa373 y ace se realizé PCR
Mdiltiple; de acuerdo a lo descripto por Dupré et al., 2003.

La resistencia intrinseca a vancomicina (VAN) se determin6 mediante el
desarrollo en agar BHI con 6,0 mg/L del antimicrobiano.

Se investigo la produccion de b-lactamasa por el método de la cefalos-
porina cromogénica (Cefinase BBL, EE.UU.). Se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM) para ampicilina (AMP) y VAN, siguiendo las reco-
mendaciones del CLSI (2010, EE.UU.).

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa SPSS
version 11.5 para Windows, aplicando la prueba estadistica Chi cuadrado



414 Anales 2010-2012

(X2). Se considero estadisticamente significativo el hallazgo de valores de p
<0,05.

RESULTADOS

Se recuperaron un total de 120 aislamientos de enterococos. E. faecalis
fue la especie mas frecuentemente recuperada en alimentos de origen carni-
co. Sin embargo, E. faecium fue la especie aislada con mayor frecuencia en
quesos de oveja y vaca. Otras especies, como E. avium, E. durans y E. hirae,
fueron detectadas en alimentos de origen lacteo.

El estudio de la resistencia antimicrobiana evidencié que E. faecalis no
presento resistencia a VAN (rango de CIM= 0,12-1,00 pg/mL). En alimentos
de origen carnico, la totalidad de los aislamientos de E. faecium fueron resis-
tentes a VAN (rango de CIM= 32-512 pg/mL).

La resistencia a AMP mediante la producciéon de B-lactamasa fue de
3,0% (Tabla ).

Tabla I. Resistencia antimicrobiana a vancomicina y ampicilina en Enterococcus spp.
aislados de alimentos de origen animal. 2010-2012.

ORIGEN ESPECIE B-lasa Rango de CIM (pg/mL) n
AISLADA van* amp* (aislamientos)
Salamines, salames E. faecalis 10,25-1,00 0,125- 64 24
E. faecium 064-512 16-64 6
Hamburguesas E. faecalis 00,25-1,00 0,50-2,00 30
E. faecium 0 32-256 16-32 3
Quesos de oveja E. faecium 02,00-1024 8,00-64 22
E. faecalis 10,12-0,50 0,25-64 6
E. hirae 00,250,12
E. avium 00,12 1,00 1
Quesos de vaca E. faecium 04,00-512 4,00-64 23
E. faecalis 00,12-1,0 1,00-2,00 3
E. durans 00,501,00
TOTAL n=120

B-lasa: b-lactamasa, CIM: concentracion inhibitoria minima, van*: vancomicina, amp*: ampicilina.
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El principal reservorio de enterococos con resistencia a ampicilina fue
el queso de vaca, aunque no se observoé una diferencia significativa con los
otros tipos de alimentos (p > 0,05). En las hamburguesas la mayor parte de
los aislamientos resultaron sensibles (p < 0,05).

El queso de vaca fue el reservorio mas importante de aislamientos con
resistencia a VAN; sin embargo no se detectd una diferencia significativa (p
> (0,05) con las otras variedades de alimento de origen carnico y lacteo ana-
lizadas.

Los factores de virulencia de Enterococcus spp. recuperados de alimen-
tos de origen se muestran en la tabla Il.

Las hamburguesas conformaron de forma significativa (p < 0,05) el prin-
cipal reservorio de enterococos con factores de virulencia (Gel, Hem y AS).
En el queso de vaca se detectdé una menor cantidad de aislamientos con
factores de virulencia, con ausencia en la expresion de Hem. En general, en
todos los alimentos analizados, el factor de virulencia predominante fue Gel.

Tabla Il. Factores de virulencia detectados en Enterococcus spp. recuperados de ali-
mentos de origen animal.

E. faecium 101 3

Quesos de oveja E. faecium 002 22
E. faecalis 313 6

E. hirae 100 1

E. avium 000 1

Quesos de vaca E. faecium 111 23
E. faecalis 211 3

E. durans 000 1

TOTAL n=120

Gel: gelatinasa. Hem: hemolisina. AS: sustancia agregativa

La distribucion integral de los distintos determinantes genéticos de pato-
genicidad en los diferentes aislamientos se presenta en la tabla Ill.

En E. faecalis proveniente de productos fermentados de origen carnico
se detectaron determinantes de virulencia en 22/24 aislamientos y en ham-
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burguesas en 30/30. En la especie E. faecium de queso de oveja se observo
genes de virulencia en 15/22 aislamientos y en queso de vaca en 16/23.

En las especies recuperadas en menor frecuencia, solo en E. hirae se
detectd gel. El gen cylA solo se observod en la especie E. faecalis (Tabla lll).

En la Tabla IV se muestran las asociaciones de determinantes de viru-
lencia en aislamientos de Enterococcus spp. a partir de alimentos de origen
animal.

Los determinantes de virulencia que codifican para gelatinasa y hemoli-
sina (gel, cylA) se detectaron de forma significativa (p < 0,05) en aislamientos
de enterococos que no expresaron fenotipicamente sus respectivos factores
Gely Hem.

No se observé relacion entre la presencia de resistencia a AMP y a VAN
y de los determinantes genéticos de virulencia (p > 0,05).

Tabla Ill. Determinantes genéticos de virulencia detectados en Enterococcus spp.

ORIGEN ESPECIE n (DV*) n
AISLADA (aislamientos)
cylA | gel | esp | efa | asal | asa373 | ace

Salamines, salames | E.faecalis 7 9 15 4 14 14 7 24
E. faecium 0 0 4 0 2 2 0 6
Hamburguesas E. faecalis 14 18 19 2 17 17 10 30
E. faecium 0 0 1 0 0 0 0 3
Quesos de oveja E. faecium 0 0 15 0 8 9 0 22
E. faecalis 3 1 3 1 1 2 3 6

E. hirae 0 1 0 0 0 0 0 1

E. avium 0 0 0 0 0 0 0 1
Quesos de vaca E. faecium 0 12 16 0 10 1 0 23
E. faecalis 2 1 1 0 1 1 2 3

E. durans 0 0 0 0 0 0 0 1

TOTAL n=120

DV*: determinantes genéticos de virulencia. gel (gelatinasa), cylA (hemolisina), esp (adhesina de
superficie), efa (antigeno de endocarditis), asa? y asa373 (sustancia agregativa), ace (antigeno
de union al colageno).
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Tabla IV. Asociacién de determinantes de virulencia en Enterococcus spp. a partir de
alimentos de origen animal.

ORIGEN ESPECIE DETERMINANTES DE VIRULENCIA AISLAMIENTOS
Salamines, salames E. faecalis asa 1+asa373+esp 13
cyl+ace 3
cyl + gel + ace 2
cyl+ace + efa 1
ace 1
esp +gel +ace 1
cyl+asat + asa373 +esp 1
Hamburguesas E. faecalis esp +asat +asa373 + gel 16
cyl+ace 10
esp +efa +cyl 2
Queso de oveja E. faecium esp +asaf +asa373 8
esp 6
esp +asal73 1
Queso de vaca E. faecium asal+asa373+ gel + esp 10
esp 4
esp +gel 1
asa373+gel + esp 1

gel (gelatinasa), cyl (hemolisina), esp (adhesina de superficie), efa (antigeno de endocarditis),
asaly asa373 (sustancia agregativa), ace (antigeno de unioén al colageno).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El alerta en Salud Publica sobre la presencia de los enterococos como
patdégenos se apoya en la particularidad que tiene este género en transferir
de forma horizontal determinantes de resistencia a los ATM de utilizacion cli-
nica como ampicilina y vancomicina; ambos de eleccién para el tratamiento
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de infecciones por bacterias Gram positivas (Huycke et al.; 1998). En esta
investigacion en alimentos de origen animal la resistencia a AMP fue 64,8%
para el total de los E. faecium recuperados y 22,2% para E. faecalis. La resis-
tencia a VAN fue detectada en la especie E. faecium (42,6%).

Sanchez Valenzuela et al. (2009) en Espafia encontraron una importante
resistencia antimicrobiana en aislamientos provenientes de alimentos carni-
cos y lacteos, datos que son coincidentes con lo hallado en esta investiga-
cion.

Marguet et al. (2008) analizaron 10 aislamientos de enterococos de que-
sos ovinos elaborados en la provincia de Chubut (Argentina) y a diferencia de
este estudio, no se detecto resistencia a vancomicina y actividad hemolitica;
aunque observaron la presencia del gen gel como determinante de virulencia.

Es importante destacar que en esta investigacion se comprob6 que
determinantes de virulencia como cylA y gel no se expresan de forma signi-
ficativa in vitro (p < 0,05). Este hecho también fue observado con Hem por
Marguet et al. (2008). La ausencia de expresion fenotipica de virulencia in
vitro implica la necesidad de la utilizacion de herramientas moleculares para
su deteccion.

En esta investigacion los determinantes de patogenicidad prevalentes
fueron gel y cylA. Kuhn et al. (2003), en un estudio europeo sobre entero-
cocos de diferente origen, comunicaron estos mismos genes de virulencia
como los mas frecuentes en enterococos recuperados de alimentos de ori-
gen animal.

Este trabajo de investigacién permitié demostrar la presencia de deter-
minantes de patogenicidad en la mayoria de los aislamientos de Enterococ-
cus spp. recuperados de productos carnicos y lacteos.

Los alimentos de origen animal conforman importantes reservorios de
enterococos que contienen determinantes de patogenicidad y que son por-
tadores de resistencia a los ATM de amplia utilizacion clinica como son AMP
y VAN. Es importante destacar la posibilidad de su transmisién al hombre a
través de la cadena alimenticia.

ABSTRACT

Enterococci integrate indigenous microbiota from food of animal and veg-
etable origin. The aim of this investigation was to detect pathogenicity determi-
nants in Enterococcus spp. recovered from food of animal origin. Samples col-
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lection at downtown and suburban establishments of the city of Tandil, Buenos
Aires Province, were randomly performed. Analyzed products were: salami,
burgers and semi-hard cow and sheep cheeses. Four series of samples along
a one-year period were collected. Characterization was carried out by conven-
tional phenotypic tests and studying the electrophoretic profile of soluble pro-
teins. Virulence factors gelatinase, hemolysin and aggregative substance as
well as genetic determinants gel, cyl, esp, ace, asal, asa373, efaA and esp
were investigated. Intrinsic resistance to vancomycin, b-lactamase production
and the minimal inhibitory concentration for ampicillin and vancomycin were
determined. 120 isolates were recovered. E. faecalis predominated in meat
products. E. faecium was isolated more frequently in cheeses, E. avium, E.
durans and E. hirae in dairy products. Ampicillin resistance was predominant
in E. faecium (64.8%). The b-lactamase production rate in E. faecalis was 3.0%.
42.6% of E. faecium were vancomycin-resistant. E. faecalis showed the high-
est expression of virulence factors, mostly gelatinase. Virulence determinants
genes were observed in most of the isolates. Virulence determinants encoding
hemolysin and gelatinase were significantly detected (p < 0.05) in enterococci
that did not express those virulence factors. Food of animal origin constitutes
a reservoir of potentially pathogenic strains that can be transmitted to humans.
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INTRODUCCION

El género Flavivirus, comprende aproximadamente 68 virus diferentes,
la mayoria de los cuales son patdgenos para el hombre y son transmitidos
por mosquitos.

Para Argentina cobran especial importancia el virus Dengue (DEN),
virus de la Fiebre amarilla (FA), virus de la encefalitis St. Louis (ESL) y virus
West Nile (WN). En Argentina los primeros casos autoctonos por virus DEN
2, ocurrieron en 1997 en la provincia de Salta. Hacia mediados del 2007
Argentina registraba un total acumulado de 4700 casos, mientras que en la
epidemia ocurrida recientemente en el 2009 el numero de casos supero los
25.000. Se ha demostrado que muestras reactivas por ELISA para DEN 1,
eran infecciones por VSLE, incluso algunas por VWN.

Los ciclos de transmision del VESL estarian integrados por mosquitos
Cx. quinquefasciatus y Cx. interfor y palomas torcaza (Zenaida auriculata)
y torcacita (Columbina picui), quienes serian respectivamente los vectores
y hospedadores urbanos principales del virus. Estudios serolégicos realiza-
dos en la Argentina, indican una amplia distribucién y endemicidad del VESL
en las zonas templadas y subtropicales. Entre los afios 2001 y 2005, se ha
detectado la circulacion de los genotipos Il Ill, V'y VIl en diferentes especies
de mosquitos. Durante el verano-otofio de 2005, en la provincia de Cérdoba,
se registro por primera vez una epidemia de encefalitis por VESL en huma-
nos. Durante la misma se aislaron cepas correspondientes al genotipo Il a
partir de mosquitos Cx. quinquefasciatus. En el afio 2010 se registro un brote
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epidémico en humanos en la Ciudad Autonoma de Buenos Aires y en el 2011
en San Juan.

El VWN, de reciente introduccion al continente americano, es manteni-
do en la naturaleza en un ciclo enzodtico ave-mosquito-ave. Los principales
vectores son los mosquitos del género Culex aunque también se han aislado
cepas virales de mosquitos Aedes y Psorophora. Si bien, los primeros ante-
cedentes de actividad epizoodtica en Argentina, se remontan al afio 2006,
con 3 caballos muertos en la provincia de Buenos Aires, datos seroldgicos
indican su introduccion hacia el afio 2004. Argentina es uno de los pocos
paises, fuera de los limites de los EEUU, donde se han podido aislar cepas de
equinos enfermos. La deteccién de anticuerpos neutralizantes especificos en
caballos residentes en la provincia de Santa Fe indica una elevada actividad
conjunta para el VWN y el VSLE. Estos datos junto con los estudios serolo-
gicos en aves corroboran la coexistencia de ambos virus en Argentina. El
VWN ya circula en varias provincias del norte y centro del pais, detectandose
infeccidn en aves silvestres en las provincias de Chaco, Cérdoba y Tucuman,
aunque sin haberse detectado aun en mosquitos. Si bien el ciclo del VWN es
aun desconocido en Argentina, como en el resto de América del Sur, estudios
experimentales mostraron que las torcacitas podrian mantener el virus en la
naturaleza, indicando que junto al VESL podrian compartir similares hospe-
dadores aviares en Argentina.

A diferencia del dengue, la letalidad promedio de la FA es del 20%
al 30%, aunque en brotes epidémicos se registran tasas superiores al 80%.
Durante los siglos XVIII y XIX ocurrieron las mayores epidemias de América,
Europa y oeste de Africa. En 1871, provocé la muerte de 13.756 personas en
la ciudad de Buenos Aires. Ademas del ciclo urbano, con Ae. aegypti como
su vector, la enfermedad presenta un ciclo selvatico (FAS) donde intervienen
especies de monos de los géneros Alouatta (mono aullador), Cebus (mono
capuchino), Ateles (mono arafa), Callithrix (marmoseta) y Saimiri (mono ardi-
lla) y mosquitos de los géneros Haemagogus 'y Sabethes. Como sus hospe-
dadores principales, el hombre se infecta al ponerse en contacto con los vec-
tores en el ambiente selvatico. En América los vectores primarios del virus
FAS son las especies Haemagogus capricornii, Hg. equinus, Hg. iridiscolor,
Hg. lucifer, Hg. mesodentatus, Hg. janthinomysy Hg. spegazzini. También se
han encontrado especies como Hg. leucocelaenus y Sabethes chloropterus
infectados en forma natural con este virus. En la Argentina el area favorable
para la transmision selvatica de la fiebre amarilla comprende 6 provincias
(Chaco incluida) con riesgo variable, debido a la presencia de mosquitos
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Haemagogus spp. y de monos de las especies Alouatta caraya y Alouata
guariba. En nuestro pais se produce la reemergencia de FAS en el 2007, con
casos humanos y en primates, reportandose el primer caso humano en la
Provincia de Misiones. Desde entonces, entre el 2008 y 2009, fueron con-
firmadas 12 epizootias (11 en la provincia de Misiones y 1 en Corrientes). Si
bien se considera erradicada la FA en su forma urbana de nuestro pais, siem-
pre queda la posibilidad de nuevos brotes debido a la permanencia del virus
en su forma selvatica, y la presencia de Aedes aegypti en zonas urbanas.

Siendo enfermedades estrechamente ligadas a la distribucion de vecto-
res y hospedadores, y estos al ambiente y al clima, el incremento de trans-
mision se ha adjudicado a la modificacion ambiental y aumento del contacto
humano-vector-hospedador. En el caso de la FA podemos decir que la prin-
cipal herramienta de profilaxis es la vacunacion, pero en las zonas silvestres
esta medida no esta garantizada generando la posibilidad de nuevos brotes.
El crecimiento demografico y el desarrollo econdmico en un medio subtropical
como la llanura chaquefia, donde las precipitaciones propician la proliferacion
de mosquitos, muchos de ellos vectores de arbovirus, supone una interaccion
huésped- agente etiolégico- ambiente, mediada por el vector que es inédita.
Atentos a estos hechos es probable que se produzcan fenédmenos epidemio-
I6gicos y clinicos peculiares que merecen ser observados e interpretados. Su
comprensioén probablemente contribuira a mejorar la prevencion, deteccion,
atencion y el seguimiento de las arbovirosis. Con el objetivo de identificar bre-
chas de investigacion o estrategias de Programas de Control, la OPS destacé
la necesidad de priorizar la investigacion operacional para generar mapas de
riesgo regionales. Y asi disefiar intervenciones apropiadas de control, vigilan-
cia y modelos predictivos para la prevencion de estas enfermedades.

OBJETIVOS

» Identificar Flavivirus a partir de mosquitos capturados en El Parque Pro-
vincial Pampa del Indio, Chaco.

* Implementar la técnica de RT-PCR con primers genéricos y especificos
para la deteccidn y caracterizaciéon molecular de Flavivirus.

*  Detectar Flavivirus en primates no humanos de la especie Aloutta cara-
ya.

» Detectar la presencia de Flavivirus en pacientes asintomaticos y con
patologias de tipo febril indiferenciado de la ciudad de Pampa del Indio.
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METODOLOGIA

Entre diciembre de 2009 y diciembre de 2011, se realizaron capturas de
mosquitos adultos de manera quincenal entre noviembre y mayo, y mensual
entre junio y septiembre, en el Parque Provincial Pampa del Indio. Para las
capturas se utilizaron 4 trampas de luz tipo CDC suplementadas con hielo
seco, activadas de 9:00 a 17:00 hs y de 18:00 a 8:00 hs. El material captura-
do fue rotulado y trasportado al laboratorio refrigerado en su bolsa colectora.
Bajo lupay sobre platina refrigerada, fueron clasificados por especie en pooles
de hasta 50 ejemplares mantenidos en recipientes a -70°C. Para la deteccion
molecular de Flavivirus de mosquitos se emple¢ la técnica de RT-Nested PCR
con primers genéricos y especificos para detectar el ARN viral. Se puso a pun-
to esta técnica en el Area de Entomologia del Instituto de Medicina Regional.

En parajes cercanos a la ciudad se realizo6 la captura de monos mediante
el empleo de dardos Type P, 0.50, con collar de gelatina, red manual y utili-
zacion de anestesia general. Una vez anestesiado, el animal fue identificado
mediante caravana, registrandose sexo y edad aproximada. El sangrado se
realizé mediante puncion de la vena tibial y la sangre total se dejé coagular a
temperatura ambiente por espacio de 30 minutos. Se trasportaron refrigeradas
al laboratorio, se centrifugaron a 5000 rpm por 15 minutos para la separacion
de coagulo y suero. El suero obtenido se almacené a -20°C hasta el momento
de su procesamiento.

Entre diciembre de 2010 y mayo de 2011, se obtuvieron muestras de sue-
ro de pacientes que concurrieron al Hospital de Pampa del Indio para otros
estudios especificos y que por indicacion médica se les requeria una muestra
sanguinea. De cada paciente se extrajo 5ml de sangre sin anticoagulante, y
previo consentimiento, el suero obtenido fue conservado a -20°C para detec-
cion de AC contra flavivirus. La deteccion de anticuerpos se realizé mediante
pruebas de Inmunofluorescencia y/o ELISAy para confirmacion, la técnica de
Neutralizacion viral, para sueros humanos y de primates no humanos.

RESULTADOS

Un total de 1949 mosquitos pertenecientes a 18 especies fueron anali-
zados para la deteccion de Flavivirus. La especie mas abundante fue Ochle-
rotatus scapularis (380), seguida en orden de abundancia por Psorophora
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albigenu (317), Oc. hastatus (201), Ps. spp. (173), Oc. stigmaticus (167), Culex
spp. (155), Ps. cyanescens (73), Ps. ferox (71), Haemagogus spegazzini (68),
Ps. discruscians (58), Wyeomyia diabolica (48), Oc. spp. (41), Mansonia titi-
llans (24), Cx. chidesteri (23) y Oc. albifaciatus (14). Con menos de 10 ejem-
plares se identificaron: Anopheles spp., Cx. apicinus, Cx. bidens, Cx. imitator,
Cx. maxi, Cx. ocossa, Ma. spp. y Wy. spp. Se conformaron 98 pooles, de
los cuales 10 resultaron positivos por la técnica RT-Nested PCR genérica
para Flavivirus: 5 de Culex spp., 1 Cx. bidens, 1 Mansonia spp., 1 Ochlero-
tatus stigmaticus, 1 Oc. scapularis y 1 Psorophora spp. Cinco pooles fueron
analizados por la técnica RT-Nested PCR especifica para el virus St. Louis,
resultando dos de ellos positivos (Ps. spp. y Oc. stigmaticus).

Ochlerotatus scapularis ha sido hallada infectada con virus St. Louis en
la ciudad de Cordoba. Se la sefiala como una especie que va adquiriendo
niveles altos de adaptabilidad al ambiente antrépico y, por otro lado, ha sido
implicada como vector del virus Rocio, en Brasil. Stein et al. (2013) capturan
esta especie en altos porcentajes sobre cebo humano en la provincia de
Chaco y se ha indicado para la especie una amplia variedad de hospeda-
dores.

Culex bidens, es capturada principalmente sobre operador, en estudios
con diferentes cebos, pero varios autores la clasifican como una especie
con tendencia a picar aves. Esta especie puede hallarse tanto en ambientes
silvestres como urbanos, siendo colectada tanto de habitats naturales como
artificiales. Culex bidens no ha sido hallada previamente infectada en nuestro
pais, por lo que este representaria el primer reporte de infeccion.

Ochlerotatus stigmaticus es una especie de ambientes silvestres. De la
misma no se conocen los estados inmaduros y muy poco se sabe sobre el
comportamiento de los adultos. En este estudio aparece como una especie
muy abundante en el area de estudio y a partir de los resultados se confirma
el primer hallazgo de infeccién para Oc. stigmaticus en nuestro pais.

Se capturaron 6 ejemplares de Alouatta caraya (3 machos y 3 hembras).
Pampa del Indio est& ubicada en lo que se considera zona limite de distribu-
cion de la especie, por lo que la presencia de este primate no humano no es
muy comun. De alli las pocas tropas localizadas y los pocos monos captura-
dos. Todos los sueros resultaron negativos para flavivirus genéricos.
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Se obtuvieron 308 muestras de suero de personas con edades compren-
didas entre 15-88 afos. Se analizaron 124 sueros y se detectaron anticuer-
pos totales por la técnica de Neutralizacion (AcsNT) en células VERO, resul-
tando 28 sueros positivos para flavivirus (19 mujeres y 9 varones). Los AcsNT
detectados fueron: 40% para VESL y 4.8% VWN. Dos individuos presentaron
anticuerpos para VESL y VWN. Para VWN existen registros serolégicos en
aves desde el afio 2004 y casos clinicos desde el afio 2006 en la provincia
de Chaco. Con respecto al VESL es bien conocida su elevada actividad en
Resistencia (30%). La presencia de individuos con anticuerpos para ambos
virus podria tratarse de infecciones secuenciales o cruces serolégicos que
ocurren en lugares donde circula mas de un flavivirus.

Estos resultados aportan al conocimiento de la actividad de estos virus
en la provincia del Chaco, los cuales deben considerarse en el momento de
hacer un diagnéstico correcto por su similitud en la presentacion clinica y
caracteristicas antigénicas.

Asi mismo, es necesaria la implementacion de programas de vigilancia
para estos virus, a fin de realizar deteccién precoz de posibles brotes de
enfermedades febriles, mediante un diagndstico diferencial con otros arbovi-
rus, y evaluar su impacto en la salud publica.

ABSTRACT

To survey and identify activity of Flavivirus, mosquitoes (Culicidae)
and monkeys (Alouata caraya) were captured, between december 2009
and december 2011, in Pampa del Indio, province of Chaco. With the same
objective human sera were obtained from patients who attended to hospi-
tal of Pampa del Indio city. Seroprevalence studies for St. Louis encephalitis
viruses (SLEV) and West Nile viruses (WNV) were conducted in humans and
monkeys. Also a total of 1949 mosquitoes (98 pools) belonging to 18 species
were analyzed for Flavivirus detection. Ten pools were positive for Flavivirus:
5 Culex spp., 1 Cx. bidens, 1 Mansonia spp., 1 Ochlerotatus stigmaticus, 1 Oc.
scapularis and 1 Psorophora spp. Five pools were analyzed by RT-Nested
PCR technique specific to SLEV, resulting positive two of them (Ps. spp., and
Oc. stigmaticus). Since this is the first report of infection for Cx. bidens and
Oc. stigmaticus in Argentina. None of the monkeys seraé were positive for fla-
vivirus. A total of 124 human sera were analyzed by NTab by plaque reduction
neutralization test, using Vero cells. Twenty eight were positive: 40% for SLEV
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and 4.8% for WNV. Two individuals had antibodies to both viruses (SLEV and
WNV). This could be due to sequential infection or serologic crossings, more
than one flavivirus circulating in this study area. These results contribute to
the knowledge of the activity of these viruses in the province of Chaco and
alert about the necessary implementation of monitoring programs for these
viruses. Differential diagnosis should also be considered, because these
arboviruses have similarity in clinical presentation and antigenic characteris-
tics, in order to make possible early detection of febrile disease outbreaks and
assess their impact on public health.
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INTRODUCCION

Histoplasma capsulatum, es un hongo patégeno causante de la histo-
plasmosis en humanos y en la mayoria de los mamiferos. Su fase saprofi-
tica-micelial se desarrolla asociada a guano de aves y de murciélagos. La
infeccidn se adquiere por la inhalacién de conidios y fragmentos de hifas que
penetran en los tejidos del hospedero susceptible donde inician el cambio
a la fase parasitaria-levaduriforme. La histoplasmosis ocupa el cuarto lugar
en frecuencia entre las micosis profundas diagnosticadas en Argentina. His-
téricamente, la infeccidon se asociaba con la poblacién rural, sin embargo,
actualmente se observan casos en pacientes con diferentes causas de inmu-
nosupresion, sin antecedentes de haber vivido o visitado zonas rurales.

La constante modificacion del ambiente como consecuencia del proceso
de urbanizacién, genera condiciones 6ptimas para la proliferacion de plagas
como roedores y quirépteros. Las especies de roedores sinantropicos mas
frecuentes en esta ciudad son Mus musculus, Rattus norvegicus y Rattus
rattus (Cavia et al., 2008; Fernandez et al., 2007) y la de murciélagos es
Tadarida brasiliensis (Vaccaro & Varela, 2001). La ausencia de predadores
naturales que controlen el crecimiento de las poblaciones presas, asi como
la dependencia de estas especies por el hombre ya sea para la obtencion de
alimento y/o refugio, incrementa el riesgo potencial de transmision de enfer-
medades infecciosas.

En general, todas las especies de murciélagos son considerados como
potenciales reservorios y diseminadores de H. capsulatum en la naturale-
za, en la ciudad de Buenos Aires, existe solo un estudio donde se abordd
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la busqueda de éste patdbgeno en murciélagos (Canteros et al., 2005). En
tanto, en roedores se desconoce el rol que poseen como reservorios y dis-
persores de H. capsulatum y solo existen unos pocos reportes de infeccion
natural en especies salvajes de la familia Rodentia (Naiff et al, 1996).

Actualmente, ademas de métodos tradicionales como el cultivo, se pue-
den aplicar métodos moleculares como la PCR anidada que permite detectar
la presencia de ADN especifico de H. capsulatum en muestras de tejido. Esta
técnica fue exitosamente probada en humanos (Maubon et al., 2007; Toranzo
etal.,, 2009) y en animales (Taylor et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue reconocer las implicancias sanitarias de
los mamiferos silvestres que habitan en nichos urbanos como reservorios y
dispersores de H. capsulatum a través de la busqueda de infeccién por este
hongo en especies de roedores y murciélagos de la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de roedores y murciélagos

Las capturas de roedores se realizaron en villas de emergencia y espa-
cios verdes (parques y reservas naturales) mediante trampas de captura
viva siguiendo las normas internacionales de captura y manejo de especies

animales.En los espacios verdes las trampas se instalaron en transec-
tas colocando cada 5 metros una trampa tipo jaula para la captura de espe-
cies del género Rattus y una trampa tipo Sherman para roedores silves-
tres y comensales del género Mus. En las villas de emergencia se colocé
una trampa de cada tipo por vivienda. Las trampas funcionaron durante 4
noches consecutivas y fueron revisadas diariamente por la mafana.

Los murciélagos fueron capturados vivos utilizando redes especiales
de colonias localizadas en unidades habitacionales y edificios publicos.
También se incluyeron en el estudio muestras extraidas de ejemplares
muertos provistas por el Departamento de Zoonosis del Ministerio de Salud
“Instituto Pasteur”, previa serologia negativa para el virus de la rabia.

Identificaciéon de especies de animales capturados
Los animales fueron previamente anestesiados y en esta condicion, se
registraron sus datos morfométricos, peso, sexo y estado reproductivo. Para
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roedores, se registré el largo total, el largo de la cola, del tarso y de la oreja,
con el fin de confirmar la determinacién especifica.

Los murciélagos fueron identificados en funcion de sus datos fenotipicos
y morfométricos. Para estos mamiferos se registro la longitud del antebra-
zo, del 1ro y 5to dedo, de la tibia y del pie. Sdélo se trabajoé con murciélagos
machos adultos, una vez recuperados de la anestesia, las hembras y juveni-
les fueron liberados a fin de no alterar la dinamica poblacional de este grupo.

Obtencion de muestras para estudios microbiolégicos y moleculares

Los animales aun anestesiados, fueron sacrificados por dislocacion cer-
vical. Bajo estrictas normas de bioseguridad y en forma aséptica se extraje-
ron muestras de bazo e higado. Las muestras fueron colocadas con solucién
fisioldgica estéril en tubos Eppendorf debidamente rotulados con el nimero
de ejemplar, fecha y lugar de captura, posteriormente, conservadas a -20°C
hasta ser procesadas para estudios microbiolégicos y moleculares.

Estudios microbiolégicos

Un pequerio fragmento de cada 6rgano fue cultivado en agar Sabouraud
adicionado con cloranfenicol (250 mg/L) y cicloheximida (400 mg/L) e incu-
bado a 28°C. Los cultivos fueron observados semanalmente hasta la apa-
ricion de colonias filamentosas sugestivas de H. capsulatum. Los tubos sin
crecimiento colonial a los 40 dias de incubacién y/o con desarrollo de hongos
contaminantes, fueron descartados. Estos procedimientos se realizaron en
estrictas condiciones de bioseguridad.

Estudios moleculares

Muestras de 10 y 50 mg de bazo e higado, respectivamente, fueron pro-
cesadas utilizando el equipo DNA tissue Kit (Qiagen) para extraer ADN del
tejido. Posteriormente, se utilizé una técnica de PCR anidada que amplifica
una porcion especifica del gen HcP100 involucrado en la infeccion por H.
capsulatum, descrita por Bialek et al., en 2002 y estandarizada a las condi-
ciones de nuestro laboratorio (Toranzo et al., 2009). Las bandas amplificadas
fueron secuenciadas para confirmar la identificacion.

Anidlisis de resultados

Se estimo el porcentaje de ejemplares de cada grupo de mamiferos que
resultaron positivos a la presencia de H. capsulatum mediante analisis mole-
cular.
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Resultados y discusion

Se capturaron un total de 50 roedores (sinantrépicos y silvestres) (Tabla
1) y 48 murciélagos (todos de la especie T. brasiliensis) en diferentes zonas
de la ciudad, 24 murciélagos hembras y/o machos jovenes fueron puestos
en libertad segun lo antedicho. Los lugares de captura estan sefalados en
la Figura 1.

Histoplasma capsulatum no pudo ser recuperado en cultivo de bazo e
higado de los animales analizados. Si bien el aislamiento en cultivo es el
“gold standard” para demostrar histoplasmosis, este método posee como
limitacion la baja sensibilidad debido a que se necesita una carga fungi-
ca importante y viable en el tejido infectado para obtener desarrollo del
hongo.

Actualmente, se reconoce que la PCR anidada, que amplifica una por-
cion especifica del gen HcP100 es una herramienta significativamente sen-
sible y especifica para detectar la infeccion por H. capsulatum en tejidos
(Maubon et al., 2007; Toranzo et al., 2009; Taylor et al., 2012). Esta PCR fue
capaz de detectar ADN de H. capsulatum en higado y/o bazo del 32% de la
poblacion total de roedores estudiada (n: 50) (tabla 1) y del 42% (n: 24) de la
poblacion de murciélagos (Tabla 2). En nuestro trabajo se consideré el bazoy
el higado como érganos de estudio, y se excluy6 el pulmén, con el fin de evitar
reacciones cruzadas. Estas reacciones cruzadas pueden ocurrir debido a
que un alto porcentaje de roedores, entre los que figuran Mus musculus, Rat-
tus norvegicus, pueden estar infectados por un hongo ambiental del género
Emmonsia (Hubalek Z, 1998, Hubalek et al., 1999; 2005), que presenta una
estrecha relacion filogenética con H. capsulatum, lo que impide diferenciar
ambas especies sin realizar una secuenciacion (Gaur & Lichtwardt, 1980;
Beguin et al., 2005). Sin embargo, Emmonsia sp. posee una localizacién pul-
monar exclusiva y es incapaz de producir en roedores una infeccion genera-
lizada como lo hace H. capsulatum.

En 6 animales (3 roedores y 3 murciélagos) solo fue posible procesar
por técnicas moleculares un érgano. En otros 9 animales (3 roedores y 6
murciélagos) pudo detectarse ADN fungico Unicamente en uno de sus 6rga-
nos analizados. En 7 de éstos 9 animales, el bazo fue PCR-positivo para
H. capsulatum, pero no su higado. En los otros dos animales, el higado fue
PCR-positivo y el bazo negativo. Esto puede deberse a la distribucion dife-
rencial del hongo en el érgano infectado. Apoya esta hipotesis el hecho de
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que el higado fue el érgano con mas falsos negativos y posiblemente esto
se relacione con que la porcion que se procesa para biologia molecular es
muy pequeia (< 50 mg) y la posibilidad de que esta porcidn represente una
muestra homogénea del érgano es azarosa. Otra posibilidad, es que este
evento esté relacionado al mecanismo de infeccioén e invasion de H. cap-
sulatum que involucra una diseminacion via linfatica o hematica, la linfatica
puede funcionar como una ruta alterna a la hematica y ambas puede dar-
se en tiempos diferentes dependiendo del tamafio del indculo, del estado
inmunoldgico del hospedero, entre otros factores, y en consecuencia es
posible que en un momento determinado uno de los 6rganos esté invadido
y otro no.

Finalmente, la comparacion de los fragmentos amplificados por PCR
anidada con secuencias depositadas en el GenBank, confirmé que el ADN
amplificado correspondia a H. capsulatum.

Los resultados mostraron que M. musculus es entre las especies de
roedores sinantropicos la especie mas susceptible a la infeccién por H.
capsulatum. En humanos no hay datos que permitan conocer el grado de
exposicion a H. capsulatum, no obstante se calcula que entre un 30 y un
35% de la poblacion que habita la region geografica llamada llanura del Rio
de la Plata, (donde se ubica la ciudad de Buenos Aires), esta infectada con
H. capsulatum. M. musculus vive estrechamente relacionado con el hom-
bre y en general posee poca movilidad cuando la disponibilidad es alta de
recursos (entre 4 y 20 metros lineales). Estas caracteristicas nos permiten
especular que, si el 43% (13/30) de estos animales estan expuestos a H.
capsulatum, probablemente los humanos residentes de estas areas poseen
el mismo nivel de exposicion al hongo, lo que coincide con los calculos ted-
ricos de infeccion en humanos.

Cabe sefialar que el 100% de los roedores infectados fueron captura-
dos en los llamados espacios verdes de la Ciudad, areas vegetadas con una
superficie superior a 70 has. esto esta relacionado a la naturaleza gedfila del
hongo, que vive asociado a tierra fértil y abonada generalmente con guano
de aves y/o murciélagos.

Los murciélagos fueron colectados en edificios y unidades habitacio-
nales. Hasta el presente la captura en espacios verdes de estos animales
ha sido imposible por diversas razone siendo el comportamiento en el vuelo
(altura de vuelo) y condiciones climaticas las mas importantes. Coinciden-
temente con lo expuesto en el caso de roedores, el 42% de los murciélagos
también mostré estar infectado con H. capsulatum.
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De acuerdo con los resultados obtenidos los roedores M. musculus'y O.
flavescens asi como el murciélago migratorio T. brasiliensis, podrian ser con-
siderados como reservorios e indicadores de infeccion por H. capsulatum en
las zonas urbanas, por lo que proponemos continuar estudiando el papel que
estos animales representan en la ecologia de la histoplasmosis.

Si bien la infeccion por H. capsulatum en humanos, asi como en otros
mamiferos, no significa necesariamente que desarrollaran la enfermedad,
conocer los porcentajes de infeccion es importante desde el punto de vis-
ta sanitario para poder implementar politicas de salud y de prevencién en
aquellos pacientes que son mas susceptibles a desarrollar histoplasmosis
progresiva, como son los inmunosuprimidos graves.

Tabla 1. Especies de roedores procesados, sitio geografico de la captura y resultado
de los estudios moleculares

» i . Deteccion de ADN de H.
. Relacion Sitio geogrdfico
Especies n capsulatum en al menos un
Hembra/Macho de captura (n) )
organo por PCR
Facultad de 10
Agronomia (22)
Parque de la
M I 30 23/7 3
us musculus Ciudad?
Villa 26 del 0
Riachuelo?
Autédromo
S 0
Municipal
Parque de la 0
Ciudad’
Rattt{s 18 8/10 iuda
norvegicus Parque Indo 1
americano’3
Villa N° 26 del 0
Riachuelo 2
Parque de la 1
Oligoryzomys ) 02 Ciudad’
flavescens Autédromo 1
Municipal
T
otal 50 16
procesados
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Tabla 2. Especies de murciélagos procesados, sitio geografico de la captura y resul-
tado de los estudios moleculares

L. e - Deteccion de ADN de H.
. Relacion Sitio geografico de
Especies n capsulatum en al menos un
Hembra/Macho captura (n) .
oérgano por PCR
Edificio vivienda 1
Barrio La Boca#
Parque de la 1
Ciudad'
T. brasiliensis | 24 0/24 Edificio de la
Facultad de 4
Ingenieria®
Edificio del
Ministerio de trabajo 4
aat
Total
ot 24 10
procesados

1 Estas muestras fueron de murciélagos encontrados sin vida y gentilmente cedidas por el Institu-
to de Zoonosis Pasteur de la Ciudad de Buenos Aires

ABSTRACT

In order to known the implication of bats or rodents in the ecology of
Histoplasma capsulatum, agent of the histoplasmosis, in Buenos Aires city,
Argentina we explored H. capsulatum infection in this wild animals associated
to urban niches.

We captured 50 rodents and 48 bats in different areas of the city. In accor-
dance with the international rules of capture and management of bat species,
24 females and young males were released. All animals were identified based
on their external morphological features. All animals were sacrificed by cervical
dislocation and samples of spleen and liver were removed aseptically. Each
organ specimens were processed for the H. capsulatum detection by micro-
biological and molecular studies (nested-PCR targeting a fragment of Hcp700
gene). Histoplasma capsulatum could not be recovered from culturing of any
animal organs. Nested-PCR detected H. capsulatum DNA in 13/30 Mus mus-
culus; 1/18 Rattus norvegicus; 2/2 Oligoryzomys flavescens, and 10/24 bats (all
identified as Tadarida brasiliensis) The fragment of Hcp100 gene was sequen-
ced and compared with sequences deposited in the Genbank, which confirmed
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Figura 1. Mapa de la Ciudad de Buenos Aires con la ub

captura.

Numero de ejemplares con PCR (+) para H. capsulatum/nimero de ejemplares capturados

I:I roedores I:I murciélagos.

Se excluyeron los murciélagos liberados
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DINAMICA DE FLEBOTOMINOS (DIPTERA: PSYCHODIDAE:
PHLEBOTOMINAE) POTENCIALES VECTORES DE
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA'Y VISCERAL EN EL CHACO
HUMEDO, CHACO, ARGENTINA.

Szelag Enrique Alejandro?, Oscar Daniel Salomon2, Juan Ramon Rosa
TInstituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del Nordeste. 2Instituto
Nacional de Medicina Tropical.

INTRODUCCION

Las Leishmaniasis son enfermedades Zoondtica parasitarias, con mani-
festaciones tegumentarias o visceral. Son producidas por un protozoario del
genero Leishmania de localizacion intracelular obligado en macréfagos, y trans-
mitidas por la picadura de la hembra de un diptero hematdfago Phlebotominae.

Mundialmente distribuida, esta enfermedad fue descripta en 88 paises
comprendidos en las areas de climas tropicales y sub-tropicales, constitu-
yendo un serio problema para la salud publica en mucho de los paises con
transmision activa.

En Argentina la Leishmaniasis Tegumentaria (LT) es endémica en 9 pro-
vincias de las Regiones del NOA, NEA y Chaco (Humedo y Seco) presentd
40 a 90 casos/afio pais hasta la década del 80. Desde entonces se presentan
brotes epidémicos con hasta 1400 casos/afio cada vez mas frecuentes, inten-
sos y dispersos. El reservorio de la LT en la Argentina no esta identificado.

La Leishmaniasis Visceral (LV) urbana, luego de su aparicion en Mato
Grosso do Sul (Brasil) y Asuncién (Paraguay), con reservorio en el perro,
produjo el primer caso humano autéctono en la Argentina en la ciudad de
Posadas en el afio 2006. Actualmente se registra transmision en Misiones,
Corrientes, Santiago del Estero y Formosa con 103 casos humanos acumu-
lados a 2012, 8 dbitos, miles de casos caninos, y un vector con amplia tole-
rancia térmica que se dispersa hacia el sur (Gould 2013).

Siendo enfermedades estrechamente ligadas a la distribucién de vecto-
res y reservorios, y estos al medio y al clima, el incremento de transmision se
ha adjudicado a la modificacién ambiental y aumento de contacto Humano-
Vector-Reservorio, como los producidos por la deforestacion, la urbanizacion
desordenada, las migraciones y las obras de infraestructura sin evaluacién
sanitaria previa.

[437]
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Se destaca a la provincia de Chaco como el area de mayor vulnerabili-
dad de instalacion de LV y via de dispersion hacia el Oeste y Sur, sumada a
la ya conocida LT desde la década del 50, es el objetivo del presente trabajo,
caracterizar la distribucion en tiempo y espacio de vectores potenciales de LT
y LV orientado a proponer medidas de prevencién y control.

MATERIALES Y METODOS

La provincia del Chaco ubicada al Noreste de Argentina, se situa entre los
24 y 28° latitud sur y entre 58° 30" y 63° 20" longitud Oeste con una superficie
de 99.633 Km2 y dividida en las regiones Biogeograficas de Chaco Occiden-
tal (Chaco Seco) con caracteristicas xerofiticas, y en Chaco Oriental (Chaco
huamedo) con régimen pluviométrico atlantico. Se seleccionaron tres sitios de
estudio urbano-rurales: Monte Alto (Resistencia) — LT endémo-epidemica,
Margarita Belén - con antecedentes humanos de LT y Colonia Benitez — sin
investigacion previa. En cada area de estudio se selecciond una vivienda
habitada donde se instalaron mensualmente durante una noche, trampas de
luz tipo CDC de 12 hs de permanencia (19 a 7hs), en Domicilio (interior o
galeria de la vivienda), Peridomicilio (corrales o sitios de reposo de animales,
proximos a la vivienda) y Extradomicilio (Parches de bosques, a no menos de
150 mts. de la vivienda) durante el periodo octubre 2010 — septiembre 2012.
Se registraron datos de Humedad Relativa, Temperatura Maxima y Minima,
intracaptura (termo higrometro digital — Hygrotherm®) con el fin de correlacio-
nar la abundancia de Phlebotominae y variables climaticas

La determinacion de la infeccion natural por flagelados del género Leis-
hmania, se realiz6 por diseccidn y observacion al microscopio 6ptico (del
aparato digestivo para la determinacion primaria en sub-género).

Los Phlebotominae capturados en cada trampa fueron conservados en
alcohol 70° por al menos 48hs para luego ser sometidos al proceso de clarifi-
cacion y montaje. Las determinaciones de especie se realizaron bajo micros-
copio segun claves dicotdmicas (Gallati 2003). Dada la conocida simpatria de
Ev. cortelezziiy Ev. sallesi en la region, y laimposibilidad de diferenciacion de
hembras de dichas especies mediante caracteres morfolégicos, se cita a las
mismas como Evandromyia complejo cortelezzii.

La composicién de la fauna flebotominica fue evaluada mediante la apli-
cacion del indice de abundancia Shannon-Wiener y equidad de Pielou. La
variacion de especies por ectopo fue evaluada mediante la prueba de c2.
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La dinamica de Phlebotominae se interpreté como la fluctuacion estacional
durante los meses del afo. La correlacion de abundancia de especies y varia-
bles climaticas, fue realizada en base al indice de Sperman.

RESULTADOS

Durante el periodo octubre 2010 a septiembre 2012, se capturaron en
total 1499 Phlebotominae en los sitios estudiados, de los cuales 60.6% fueron
machos y 39.4% hembras. Se registraron 9 especies: Brumptomyia brumpti,
Brumptomyia avellari, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia sallesi, Evan-
dromyia evandroi, Migonemyia migonei, Sciopemyia sordelli, Nyssomyia nei-
vai, Psathyromyia shannoni.

Las especies predominantes fueron Mg. migonei (41.03%) seguido de
Ny. neivai (38.96%)y Ev. Complejo cortelezzii (9.54%). Esta ultima represen-
tada por hembras de Ev. cortelezzii y Ev. sallesi (6.47%), machos de Ev. cor-
telezzii (1.47%) y Ev. sallesi (1.60%). La mayor abundancia de Phlebotominae
(n=697) y riqueza especifica se observo en Margarita Belén (S=8), que a su
vez mostro la menor diversidad (H=1.17) y equidad (J=0.51), siendo el sitio
mas diverso Colonia Benitez (H=1.58) (TABLAI).

La distribucién por ecotopos mostré diferencias significativas en todas
las especies estudiadas (tabla Il). La mayor abundancia de Phlebotominae
se registré en el Extradomicilio, seguido del Peridomicilio e Intradomicilio. No
se observan diferencias significativas entre Ny. neivai y Mg. migonei en su
distribucion por ecotopos. (x2 = 1.601; p =0.449; Gl = 2).

La variacion estacional de los Phlebotominae, mostré una mayor abun-
dancia en verano y primavera, seguido por otofio e invierno (Tabla Il). Mg.
migonei predominé en verano con un promedio temperatura de 28.09°C y
humedad relativa de 61%, mientras que en primavera la especie con mayor
frecuencia fue Ny. neivai(Figura 2) con promedios de 22.5°C y 58%HR. La
menor abundancia de Phlebotominae se registra en los meses de junio y julio.

El indice de correlacion de Sperman muestra para Mg. migonei 'y Ny.
neivai, una mayor correlacion, con el promedio de temperatura intracaptura:
rs= 0.69 y rs=0.77; y una débil correlacion negativa con la humedad relativa
maxima: rs=-0.18 y rs= -0.19 respectivamente.

Se realizaron 62 disecciones de Phlebotominae provenientes de los
sitios estudiados. No se observaron parasitos intra-intestinales (tabla IV).
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Figura 1: Imagen satelital marcando los puntos de estudio. Imagenes tomadas
del Google Earth, version 4.0.2416 (beta) http://earth.google.es
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Tabla I: Distribucién de especies, indices de diversidad y equidad, por sitio de captura
y ecotopo. Periodo octubre2010—-septiembre2012. Chaco Argentina

ESPECIE Margarita Belén Colonia Benitez Monte Alto
INT | PER | EXT | INT | PER | EXT | INT | PER | EXT Total
Mg. migonei* 5 80 215 2 16 | 38 19 81 159 615
Ny. neivai* 9 118 183 5 29 9 17 33 | 181 584
Ev. Comp. cortellezzii* | 2 6 27 4 20 24 7 33 20 143
Pa. shannoni* 0 0 36 0 3 1 0 1 0 4
B. brumpti* 1 0 10 0 0 1 0 0 94 106
Sc. sordelli** 0 1 1 0 1 4 0 0 0 7
Ev. evandroi ** 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
B. avellari** 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Total 19 | 206 | 472 | 11 69 | 77 43 | 148 | 454 1499
S 8 6 5
H 147 1.58 1.32
J 0.51 0.76 0.68

Int: Intradomicilio, Per: Peridomicilio, Ext: Extradomicilio, S: Riqueza especifica, H: indice de
Shannon- Wiener, J: indice de equidad de Pielou. *X2 con diferencias significativas; **No calcu-
lado por baja frecuencia
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Tabla Il. Variacion estacional del Phlebotominae, Octubre2010-Septiembre2012,
Chaco, Argentina

Primavera Verano Otoio Invierno
Mg. migonei 105 361 121 28
Ny. neivai 170 297 100 17
Ev. Comp. cortellezzii 19 44 74 6
Pa. shannoni 0 33 6 2
B. brumpti 98 6 1 1
Sc. sordelli 0 2 5 0
Ev. evandroi 0 1 0 0
B. avellari 0 0 2 0
Total 392 744 309 54

Tabla Ill: Diseccion de Phlebotominae, por sitio de estudio y especie.

Especie Margarita Belén Colonia Benitez Monte Alto
Mg. migonei 8 2 23
Ny. neivai 0 4 8
Ev. comp. cortellezzii 6 3 8
Total 14 9 39

Figura 2A: Promedio mensual de Phlebotominae capturados, Temperatura y Hume-
dad Relativa. Octubre 2010-septiembre2012. Variacion Mg. migonei
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Figura 2B: Promedio mensual de Phlebotominae capturados, Temperatura y Hume-
dad Relativa. Octubre 2010-septiembre2012. Variacion Ny. neivai.
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CONCLUSION

La distribucién asociada de Ny. neivaiy Mg. migoneise observé anterior-
mente en la Bio-Regién Chaquefia, postulandose dos patrones de diversidad
para la region' Mg. migonei como especie prevalente con o sin presencia de
Ny. neivai, en la region del Chaco Seco(2) Ny. neivai altamente abundante
con escaso My. migonei en la region del Chaco humedo. Pudiendo existir
resultados intermedios en zonas humedas periurbanas modificadas (Salo-
mon 2008).

Los resultados aqui obtenidos soportan la hipétesis de un tercer tipo de
distribucién, relacionada a zonas rurales—periurbanas, asociadas a parches
de bosque con alto grado de antopizacién, donde la razén Ny. neivai | Mg.
migonei es de 1.1.

Ny. neivai, la especie de mayor distribucién en Argentina, fue hallada
naturalmente infectada con Leishmania sp. en la provincia de Tucuman (Cor-
doba Lanus 2006) e incriminada como responsable de la transmision epi-
démica en ambientes modificados peridomésticos en la Argentina, Brasil y
Paraguay. Mg. migonei considerada como el vector de LT capaz de mantener
la circulacién zoondtica del parasito en periodos inter-epidémicos y even-
tualmente generar casos humanos aislados (Salomén 2006), es conocida
también en Argentina como vector putativo de LV (Salomén 2010). El comple-
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jo Ev. cortelezzii, fue incriminado como probable vector de LC en Argentina
debido a su alta abundancia en brotes esporadicos de LC y por haber sido
hallado naturalmente infectado con L. braziliensis en la region Chaquefa
occidental(Rosa 2011).

Si bien la mayor abundancia relativa y riqueza especifica se registré en
Margarita Belén, éste sitio mostrd la menor diversidad, debido a la alta predo-
minancia de Ny. neivai y Mg. migonei sobre las demas especies, mostrando
el mas bajo indice de equidad (J=0.51). Su predominancia podria estar aso-
ciada al grado de modificacion del ambiente lo que explicaria los valores simi-
lares en el sitio Monte Alto (con igual grado de modificacion del bosque que
Margarita Belén), y la mayor diversidad en Colonia Benitez por tratarse de un
sitio con un bajo grado de antropizacion. La predominancia de estas especies
en ecotopos altamente modificados ya fue observada regién del Yungas en
la Provincia de Tucuman y en el estado de Parana Brasil, donde se observo
la mayor abundancia relativa de Ny. neivai sobre Mg. migonei en el intradomi-
cilio, probablemente debido a su habito antropofilico y su mejor adaptacion a
los ambientes modificados (Cordoba Lanus 2002, Fordellon2012).

A diferencia de estudios realizados en el norte del pais, donde los picos
de abundancia de Ny. neivai se observan en primavera y otofio (Cérdoba
Lanus 2002), el presente estudio mostré una distribucion bimodal, con mayor
abundancia en verano y primavera, siendo el invierno la estaciéon con menor
abundancia relativa. Igual variacion fue observada para Mg. migonei. Ambas
especies se mostraron afectadas por la temperatura, con una mayor correla-
cion con la temperatura promedio Intra captura. Si bien la humedad relativa
pareceria no afectar la variacion de abundancia, ambas especies muestran
una leve correlaciéon negativa con la humedad relativa maxima. Esto explica-
ria los picos de abundancia durante los meses célidos y con humedad relativa
baja.

Si bien no se observaron parasitos intestinales en las disecciones rea-
lizadas, esto no descarta la circulacion del parasito en los sitios estudiados,
ya que podria deberse a la baja sensibilidad del método, o por tratarse de un
periodo inter-epidémico de baja transmision.

En conclusion, la presencia de vectores competentes de LT y LV como
Ny. neivai y Mg. migonei en ambientes préoximos al domicilio con registros
en el bosque, significaria un factor de riesgo en la region aumentando las
probabilidades del contacto humano-vector-reservorio. El aumento en la
frecuencia de estas especies en los meses calidos y secos debera ser con-
siderado al momento de proponer medidas de control, debiendo enfocar las
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acciones de prevencion durante primavera y verano. Se hace necesaria la
vigilancia entomoldgica periddica en sitios criticos para el alerta tempra-
na sobre cambios en numero o composicion especifica de poblaciones de
Phlebotominae.

RESUMEN

En Argentina la Leishmaniasis Tegumentaria (LT) es endémica en 9
provincias de las Regiones del NOA, NEA y Chaco. La Leishmaniasis Visce-
ral (LV) urbana, actualmente registra transmision en 4 provincias del NEA.
Motivo por el cual en la provincia del chaco, se seleccionaron tres sitios de
estudio urbano-rurales con antecedentes de LT o sin investigacion previa:
Monte Alto, Margarita Belén y Colonia Benitez. En cada area de estudio
se selecciond una vivienda habitada donde se instalaron mensualmente
durante una noche, trampas de luz tipo CDC de 12 hs de permanencia (19
a 7hs), en Domicilio, Peridomicilio y Extradomicilio; durante el periodo octu-
bre 2010 — septiembre 2012. Se estudié la composicion y dinamica mensual
de la fauna de Phlebotominae y la correlacion de abundancia con factores
climaticos. Concomitantemente se estudio su posible infeccion natural con
protozoarios del genero Leishmania. Se capturaron en total 1499 Phlebo-
tominae en los sitios estudiados. Se registraron 9 especies: Brumptomyia
brumpti, Brumptomyia avellari, Evandromyia cortelezzii, Evandromyia salle-
si, Evandromyia evandroi, Migonemyia migonei, Sciopemyia sordelli, Nys-
somyia neivai, Psathyromyia shannoni. Las especies predominantes fueron
Mg. migonei (41.03%) seguido de Ny. neivai (38.96%) y Ev. Complejo cor-
telezzii (9.54%). La variacion estacional de los Phlebotominae, mostré una
mayor abundancia en verano y primavera, seguido por otofio e invierno.
Se realizaron 62 disecciones de Phlebotominae provenientes de los sitios
estudiados, no se observaron parasitos intra-intestinales. En conclusion, la
presencia de vectores competentes de LT y LV como Ny. neivaiy Mg. migo-
nei en ambientes préoximos al domicilio con registros en el bosque, como asi
también el aumento en la frecuencia de estas especies en los meses cali-
dos y secos significaria un factor de riesgo en la region. Se hace necesaria
la vigilancia entomoldgica periddica en sitios criticos para el alerta tempra-
na sobre cambios en nimero o composicion especifica de poblaciones de
Phlebotominae.
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SUMMARY

Tegumentary Leishmaniasis (TL) in Argentina is endemic in 9 provinces
of the Regions NOA, NEA and Chaco. Urban Visceral Leishmaniasis (VL)
registers transmission in four provinces of NEA. Reason why in Chaco prov-
ince, we selected three urban-rural study sites, with history of TL or with-
out previous investigation: Monte Alto, Margarita Belén y Colonia Benitez. In
each study area an inhabited dwelling was selected, in which CDC light traps
were installed monthly overnight (19 to 7hs) during one night. The traps were
installed at Domicile, Peridomicile and Extradomicile, over the period October
2010 - September 2012. Composition and dynamics of Phlebotominae fauna
were studied, as well as correlations of abundance with climate factors. Con-
comitantly Leishmania natural infections were studied. A total of 1499 Phle-
botominae were captured in the studied sites. Nine species were recorded:
Brumptomyia brumpti, Brumptomyia avellari, Evandromyia cortelezzii, Evan-
dromyia sallesi, Evandromyia evandroi, Migonemyia migonei, Sciopemyia
sordelli, Nyssomyia neivai, Psathyromyia shannoni. The predominant specie
captured was Mg. migonei (41.03%) followed by Ny. neivai (38.96%) and Ev.
Complex cortelezzii (9.54%). The Phlebotominae seasonal variation, showed
a greater abundance in summer and spring, followed by autumn and winter.
Dissections of 62 Phlebotominaes from the studied sites, were performed. No
Intra-Gut parasites were observed. In Conclusion, the presence of competent
vectors of TL and VL as Ny. neivai and Mg. migonei in environments near
the domicile with forest records, as well as the species frequency increase
during the hot, dry month; would mean a risk factor in this region. Periodical
entomological surveillance becomes necessary in critical sites, to early warn-
ings about changes in the number and specific composition of Phlebotominae
populations.
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GENOTIPOS DE VKORC-1'Y SENSIBILIDAD A LOS
ANTICOAGULANTES ORALES. APORTE DE LAS
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OBJETIVO

Evaluar los SNPs 1173 C>T y -1639 G>A en pacientes bajo tratamien-
to anticoagulante oral, controlados habitualmente en el Departamento de
Hemostasia y Trombosis, del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas
“Mariano R. Castex”, de la Academia Nacional de Medicina. Estimar su fre-
cuencia y verificar su relacion con el nivel de anticoagulacion alcanzado
(expresado como RIN) y la dosis de dicumarinicos, principalmente acenocu-
marol, requerida para lograr el nivel de anticoagulacion deseado.

Nos propusimos también registrar las caracteristicas étnicas, para ana-
lizar luego la frecuencia de los alelos, a fin de confirmar o descartar posibles
diferencias entre individuos de origen caucasico y mestizos, descendientes
de pueblos originarios de América.

RESULTADOS

Las frecuencias alélicas obtenidas para el SNP 1173 C>T y SNP -1639
G>A fueron similares, confirmando ademas que se hallan en desequilibrio de
union (X2Pearson<0,0001).

La dosis fue mas alta (pBonferroni <0,0001), en los portadores de 1173
CC, comparada con la requerida en aquellos 1173CT o 1173 TT. También se
observé una diferencia significativa (pBonferroni <0,011) entre la dosis media
requerida por los portadores de 1173 CT y 1173 TT. De modo semejante a lo
observado para el SNP 1173 C>T, la dosis media requerida por los portadores
de —1639 GG fue mayor que para —1639 GA (pBonferroni <0,0001) 0 —1639
AA (pBonferroni <0,0001); siendo ademas significativa (pBonferroni <0,011)
la diferencia entre —1639 GA 'y —1639 AA.

[447]
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La dosis media fue menor en los mayores de 70 afos, comparada con
la dosis media en el resto de la poblacion analizada (pBonferroni<0,05); sin
embargo, no hubo diferencias significativas (1173 C>T, X2 pearson = 0,224
y -1639 G>A, X2 pearson = 0,384) en la distribucion de la frecuencia de los
SNPs entre ambos grupos.

Los resultados confirman la relacion entre los SNPs y la dosis requerida
para una adecuada ACO, asi como el menor requerimiento de dosis en los
pacientes mayores de 70 afos, independientemente de su genotipo.

Las diferencias observadas en relacion a las frecuencias alélicas en los
pacientes, divididos segun el grupo étnico (caucasicos vs. pueblos origina-
rios), no fueron significativas (1173 C>T, X2 pearson = 2,634 y -1639 G>A, X2
pearson = 0,242.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman que la frecuencia de los SNPs 1173
C>Ty -1639 G>A de VKORC-1 en los pacientes analizados, mayoritariamen-
te de origen caucasico, es semejante a la reportada en la literatura413 y que
ambos SNPs se hallan en desequilibrio de uniéon. Ademas, corroboran en
nuestra poblacion la relacion entre los SNPs 1173 C>T 6-1639 G>Ay la dosis
de dicumarinicos4.

Se observo que los pacientes mayores de 70 afios requieren dosis
menores que el resto, independientemente de su genotipo.

Al analizar la frecuencia de los alelos en caucasicos y mestizos (des-
cendientes de los pueblos originarios de América), si bien no encontramos
diferencias estadisticamente significativas que muestren un comportamiento
diferente de la frecuencia alélica en ambos grupos étnicos, estos resultados
son preliminares. El nUmero de muestras de pacientes (n: 19) es pequefio,
ello podria hacer no significativa la diferencia observada en el sentido de una
mayor proporcion de heterocigotos, de ambos SNPs, en los individuos des-
cendientes de pueblos originarios. La inclusién de un nimero mayor de casos
analizados podria dar peso estadistico a estas diferencias
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TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1. Frecuencias alélicas VKORC-1 1173 C>T

cc 37,3%
CcT 40,2%
TT 22,5%

Tabla 2. Frecuencias alélicas VKORC-1 -1639 G>A

GG 38,2%
GA 36,3%
AA 25,5%

Tabla 3. Relacion entre los SNPs 1173 C>T y -1639 G>A

AA AG GG TOTAL
TT 23 0 0 23
CT 3 36 2 M
cC 0 1 37 38
TOTAL 26 37 39 102

Tabla 4. Dosis media segun la variante alélica - SNP 1173 C>T

1173 C>T Dosis Media (mg/semana)
CcC 22,95
CT 13,51
TT 7,09
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Tabla 5. Dosis media segun la variante alélica - SNP -1639 G>A

-1639 G>A Dosis Media (mg/semana)
GG 22,36
GA 14,32
AA 7,19

Tabla 6. SNPs y dosis de dicumarinicos

1173 C>T -1639 G>A Dosis Media (mg/semana) N
TT AA 7,09 23
Total 7,09 23

CT AA 8,00 3
GA 14,00 36

GG 13,00 2

Total 13,51 41

CC GA 26,00 1
GG 22,87 37

Total 22,95 38

Tabla 7. Dosis de dicumarinicos segun el grupo etario

Edad (afios) Dosis Media Casos
(mg/semana) (n)
270
12,29 50
(media 78,8) ’
<70
18,30 52
(media 52,6) -3
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Grafico 1. Desequilibrio de union - Relacion entre los SNPs 1173 C>T y -1639 G>A
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Las relaciones entre ambos SNPs se muestran en la TABLA 3 y en el
GRAFICO 1; del analisis estadistico surge que 1173 C>T y -1639 G>A se

hallan en (X2p44,50,<0,0001).

Tabla 8. Frecuencias alélicas VKORC-1 1173 C>T segun etnia

Caucasicos Pueblos Originarios
cc 26,4% 26,3%
CT 39,6% 57,9%
TT 34,0% 15,8%

Grafico 2. Frecuencias alélicas VKORC-1 1173 C>T segun etnia
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Tabla 9. Frecuencias alélicas VKORC-1 -1639 G>A segun etnia

Caucasicos Pueblos Originarios
AA 34,0% 31,6%
AG 35,8% 42,1%
GG 30,2% 26,3%

Grafico 3. Frecuencias alélicas VKORC-1 -1639 G>A segun etnia
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SUMMARY

AIM: The aim of the study was to analyze the polymorphisms (SNPs)
1173 C>T and -1639 G>A, and to estimate their frequency in patients under
oral anticoagulation (OA). In addition, the relationship between the levels
of OA achieved, expressed as international normalized ratio (INR), and the
dose of acenocoumarol required to reach them, was evaluated. Moreover,
the ethnic origin (caucasian or descendants of amerindians) of the patients
was assigned according to a questionnaire and the frequency of alleles in
both groups was determined in order to see possible differences between
them.

Results: A similar allelic frequency distribution compared to previous
reports, was obtained for 1173 C>T and -1639 G>A with linkage disequilibrium
between them. The results confirm the relationship between SNPs and the
dose of OA. The mean dose required was higher in patients homozygous for
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1173 CC or -1639 GG alleles than in non-homozygous. In those individuals
over the age of 70 a lower mean dose was necessary, regardless of genoty-
pe. Non significant differences were observed (Chi square, p>0,05) between
allelic frequency of the SNPs in both ethnic groups.

Conclusions: The results of the study about the frequency of SNPs 1173
C> T and -1639 G> (which are in linkage disequilibrium) and its relationship
with the required dose of acenocoumarol are in accordance with that reported
in the literature. Doses were higher for carriers of 1173 CC and/or —1639 GG;
the later genotype was a better predictor of the sensitivity to OA. Moreover,
patients older than 70 years require lower doses, regardless of genotype.

The analysis of the frequency of alleles in caucasians and descendants
of the indigenous peoples of America, showed no statistically significant diffe-
rences; however, more individuals should be analyzed in order to confirm this
finding.
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