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PROLOGO

Este libro es el segundo volumen de las exposiciones realizadas por
algunos de los investigadores, docentes, becarios y tesistas durante el
Primer Seminario Investigacion Cientifica de la Facultad de Ciencias
Médicas.

A partir de mi actuacion en docencia, investigacion y como Se-
cretaria de Ciencia y Técnica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNLP, desde 2018 tuve oportunidad de constatar que los estudiantes
de pregrado desconocian la actividad cientifica que se realizaba en
nuestra facultad. Con el objetivo de subsanar este hecho, organicé el
Primer Seminario de Investigacion Cientifica de la Facultad de Cien-
cias Médicas de la UNLP. De esta manera, consideré acercar la inves-
tigacion cientifica y los cientificos a los estudiantes y contribuir con la
formacién de los estudiantes desde esa Secretaria.

Desde los origenes de nuestra facultad nunca se habia realizado
una actividad docente que tuviera ese objetivo, llegando posterior-
mente a constituirse en materia optativa. La propuesta fue recibida
con gran entusiasmo por todos los claustros. Desde los primeros en-
cuentros, los estudiantes colmaron el Aula Magna y los viernes des-
pués de las 17 horas se realizaron intensos encuentros.
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En el afio 2019 salié publicado el primer volumen del Primer Se-
minario Investigacion Cientifica de la Facultad de Ciencias Médicas,
donde se presentaron las exposiciones de ese primer periodo.

Inmediatamente después de la pandemia, continué organizando
y presentando personalmente algunas de las lineas de investigacion
realizadas en nuestra facultad. Asimismo, invité a investigadores y do-
centes de otras facultades y universidades a comunicar su actividad
cientifica.

En conjunto, los capitulos de estos dos volumenes ofrecen una vi-
sién diferente del ambito educativo clasico. Se trata de textos donde
se recogen las exposiciones presentadas, que esbozan en forma clara y
generalmente reducida algunos de los temas de la actividad cientifica
principalmente, pero no exclusivamente, de la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNLP.

Prof. Dra. Maria Virginia Croce

El Dr. Martin E. Rabassa y la Dra. Maria Virginia Croce en la presentacion
de uno de los seminarios
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ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE
INFECCIONES DEL SITIO QUIRURGICO
(ISQ) RELACIONADAS A CESAREAS

Bernan, Marisa’

Introduccion

Las infecciones asociadas a los cuidados de la salud (IACS) son un
grave problema de salud publica y uno de los indicadores de la calidad
de la asistencia médica en las instituciones de salud (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2011). En el HIGA San Roque de Gonnet
una de las herramientas para evaluar los indices de riesgo de IACS son
los cortes de prevalencia puntual que se realizan anualmente desde el
afio 2010. Este instrumento de vigilancia permite en forma rapida y
economica analizar el impacto de los procedimientos vigilados y las
tasas de IACS en cada drea de internacidn, entre ellas las infecciones
del sitio quirtrgico (ISQ) y proporciona datos homogéneos y compa-
rables para nuestra Institucion.

Las TACS constituyen un problema de salud publica, no sélo por
su morbilidad, la prolongacion de la estadia de los pacientes en los
establecimientos de salud, la eventual discapacidad a largo plazo, la

1 Médica, Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Especialista Consultor en
Infectologia, Colegio de Médicos Distrito I. Master in Public Health, University of
Pittsburgh, PA.USA. Profesora de Infectologia en la Facultad de Ciencias Médicas
(UNLP). Jefe de Infectologia del HIGA San Roque de Gonnet.
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elevada tasa de mortalidad, sino también por las implicaciones eco-
ndémicas para los sistemas de salud.

Las TACS en los paises europeos afecta en promedio 1 de cada 20
pacientes hospitalizados, lo que corresponde un total de 4,1 millones
de paciente hospitalizados y 37.000 pacientes fallecen a causa de estas
infecciones (Organizacion Panamericana de la Salud, 2014; Organiza-
cion Mundial de la Salud, 2016; Galvan et al., 2017). Datos de Cana-
da refiere que adquieren 220.000 infecciones hospitalarias anuales y
8.000 de estos pacientes mueren por esta causa. En los Estados Unidos
los costos médicos estan entre 35 y 45 mil millones de délares (Dahlke
et al., 2013; Dodd et al., 2013; Liu et al., 2018).

En los paises de ingresos bajos y medios, las dificultades son ma-
yores por el deficiente estado de las infraestructuras y problemas re-
lacionados con la higiene y el saneamiento (Martinez Martinez, 2018;
Fahmy et al., Sienko et al., 2019; Ramirez-Salinas et al., 2016; Cabrera
Palomino, 2019; Sobhy, 2019). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) calcula que en dichos paises la frecuencia de las infecciones
adquiridas en las unidades de cuidados intensivos (UCI) es al menos 2
o0 3 veces mayor que en los paises de altos ingresos y que la cantidad de
infecciones asociadas a dispositivos podria ser hasta 13 veces mayor
que en EE. UU. (Organizacion Mundial de la Salud, 2016; Dodd, 2017;
Liu, 2018). En América Latina existen trabajos puntuales y algunos
paises, como por ejemplo México, publica reportes de IACS que van
de 5% hasta el 19% (Martinez Martinez, 2018; Fahmy et al., Sienko et
al., 2019; Ramirez-Salinas et al., 2016; Cabrera Palomino, 2019).

Debido a esto, la OMS y Organizaciéon Panamericana de la Salud
(OPS), han integrado proyectos para disminuir las IACS dentro de
los hospitales instalando programas de prevencion y control de in-
fecciones (Lopardo y Miller, 2015; Tita et al., 2016; Sun et al., 2013;
Bratzler et al., 2013; Hadjiati, 2020). Un componente fundamental en
los programas de prevencion y control de infecciones asociados a los
cuidados de la salud (IACS) es la vigilancia intensificada. Ello permite
conocer la real magnitud de esta problematica en cada institucion de
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salud y realizar investigaciones epidemioldgicas para determinar sus
causas, asi como identificar e implementar medidas de prevencién y
control. Los estudios de incidencia son instrumentos muy utiles en
estos programas, permitiendo determinar el riesgo de adquirir una de
estas infecciones en determinado tiempo, lugar y grupo estudiado. La
vigilancia epidemioldgica de las tasas de infeccion del sitio quirurgico
(ISQ) relacionada a cirugias limpias es uno de los pardmetros de la
calidad de atencidn en una institucion de salud. Las cesareas son ciru-
gias, en su mayoria, limpias, con un riesgo estimado de infecciéon que
no debiera superar el 5%.

En el afio 2015, en el corte de prevalencia puntual de IACS reali-
zado anualmente en nuestro hospital, se evidenci6 una tasa % de ISQ
inusualmente alta relacionada a cesdreas y se decidi6 iniciar la vigilan-
cia intensificada de estas cirugias a partir de enero del afo 2016 a fin
de conocer la incidencia y caracterizar los factores determinantes de
dichas infecciones.

Objetivos
Objetivo general

o Cuantificar las tasas de incidencia mensual y anual de las infec-
ciones relacionadas a las cesareas realizadas en el servicio de Obs-
tetricia del hospital.

Objetivos especificos

o Analizar los factores de riesgo prevalentes de dichas infecciones.
o Estudiar los microorganismos y sensibilidad antibidtica preva-
lente de las mismas.

Metodologia

Estudio epidemioldgico prospectivo, observacional, descriptivo, de
incidencia, entre enero del afio 2016 y el 31 de diciembre del afio 2019.
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El mismo se desarrolla en el Hospital Interzonal General de Agudos
San Roque de Gonnet, en el servicio de Obstetricia. Se registran y ana-
lizan los datos del total de nacimientos institucionales, el porcentaje
de los asistidos por cesérea y todas las infecciones del sitio quirargico
detectadas en estas cirugias durante el periodo. Los datos se obtie-
nen de las historias clinicas y registros de consultorio de puerperio,
si la infeccion se detectase hasta 30 dias posterior a la cirugia, luego
del alta hospitalaria. Se relevan datos filiatorios, fecha de la cirugia,
indicacion de la cesarea, urgencia en la indicacion, uso de la profi-
laxis antibidtica y otras condiciones que predisponen a ISQ como la
ruptura prematura de membranas, las infecciones urinarias durante
la gestacion 6 la deteccion de Streptococcus agalactiae en el hisopado
vaginal-anal que se realiza en las semanas 35 a 37 del embarazo. Tam-
bién fueron analizados los cultivos microbiolégicos del sitio quirtrgi-
co, los gérmenes aislados y la sensibilidad antibiotica de los mismos.
Para el registro, el analisis estadistico, las tablas y los graficos se utiliz6
el programa Excel.

Resultados

Desde enero del afio 2016 hasta diciembre del afio 2019 se registraron
un total de 107 infecciones sobre un total de 2063 cesareas realizadas
en el periodo (5,18%)

En 2016 la tasa de incidencia anual de ISQ alcanzd el 8,7% descen-
diendo a 4,6%, 5% y 2,4% en los afios sucesivos. Graficol

Se observo un incremento anual y sostenido del porcentaje de las
cesareas sobre los partos. En 2016 las cesareas representaron el 29,5%
del total de los nacimientos institucionales, en 2017 el 33,8%, en 2018
el 34,2% y en el 2019 el 39%. Grafico2

Las causas de indicacion de cesarea en quienes tuvieron ISQ fue-
ron: 49 pacientes (45,8%) con falta de progresion en el trabajo de par-
to, 25 pacientes (23,4%) con dilatacion estacionaria del cuello uterino
y 24 pacientes (22,4%) el haber tenido cesareas anteriores y otras cau-
sas 9 (8,4%). Grafico3
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Del total de las 107 ISQ, 72 (67%) fueron cesareas realizadas de
urgencia y 35 (33%) fueron cesareas programadas. Todas las pacien-
tes recibieron una mono dosis de profilaxis antibidtica con cefazolina,
previa a la incision.

21 pacientes (20%) presentaron ruptura prematura de membra-
nas previa. Las pacientes con cesareas infectadas en quienes fueron
detectadas infecciones urinarias en la gestacion fueron 5 (4,67%) y
se detectd Streptococcus agalactiae durante el embarazo en 4 (3,74%).

Se obtuvieron muestras para estudio microbioldgico en 98 de las
107 ISQ. Del total de muestras microbioldgicas en 80 (82%) se detecto
desarrollo de Staphylococcus aureus sensible a Cefalosporinas de pri-
mera generacion.

Los datos del niimero de partos, nimero de cesareas, nimero de
las ISQ y las tasas% de las ISQ en cada mes y afios estudiados se pre-
sentan en las siguientes tablas:
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Tablas

Tablal-Aiio 2016

Enero Febrero | Marzo | Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Cesareas realizad 36 42 38 41 46 27 48 39 43 53
[Nimero de ISQ 4 2 2 3 1 4 4 6 6 7
[Nacimi 129 122 119 123 166 116 134 122 134 176
(% cesareas) 27,9% 34,4% 31,9%  33,3% 27,7% 233%  358% 32.00% 32.00% 30.00%

Enero Febrero | Marzo [ Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Tasa % ISQ cesireas 11% 4.76% 5.26% | 7.30% 2% 14.80% | 8.30% 15% 14% 13.20%

Tabla2-Aiio 2017

Enero Febrero | Marzo | Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Cesireas realizad 44 49 48 47 37 37 35 37 48 39
[Nimero de ISQ 2 2 4 3 0 1 2 3 2 2
[Nacimi 129 134 141 117 129 129 116 112 122 123
(% cesareas) 33,8% 36,6% 34 402% 287%  287% 302% 333% 39,3% 31,7%

Enero Febrero | Marzo | Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Tasa % ISQ cesireas 4.50% 4.10% 8.30% | 6.40% 0% 2.70% | 5.70% | 8.10% 4.10% 5.10%

Tabla3-Aiio 2018

Enero Febrero | Marzo [ Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Cesareas realizad 53 37 53 52 42 35 51 43 32 31
[Nimero de ISQ 2 3 1 5 5 2 1 2 3 1
[Nacimif 149 105 140 147 115 115 120 125 108 115
(% cesareas) 35,6% 352% 382% 356% 365%  305% 425% 34,4% 29,6% 26,95

Enero Febrero | Marzo | Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Tasa % ISQ cesireas 3.80% 8.00% 1.90% | 9.60% 11.9% 5.70% | 1.96% | 4.65% 9.37% 3.22%

Tabla4-Aiio 2019

Enero Febrero | Marzo [ Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Cesireas realizad 60 46 41 58 42 44 50 38 43 48
[Nimero de ISQ 2 0 0 3 1 1 2 0 1 2
[Nacimi 148 112 135 136 110 116 117 116 96 104
(% cesareas) 40,5%  41.00% 30,4% 427%  373%  38.00% 42,75% 32,6% 44,8% 46,1%

Enero Febrero | Marzo [ Abril Mayo Junio Julio | Agosto | Septiembre | Octubre
Tasa % ISQ cesireas 3.30% 0.00% 0.00% | 520% 2.4% 230% | 4.00% | 0.00% 2.30% 4.16%
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Grafica l
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Grafica 3

Grafica 3- Indicaciones de realizacion de cesareas en pacientes con

1SQ
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Conclusiones

En el periodo estudiado se observo un incremento anual y sostenido
en el porcentaje de cesareas sobre los partos en los nacimientos insti-
tucionales. Se detectaron desde enero 2016 hasta diciembre de 2019
un total de 107 cesareas infectadas sobre un total de 2063 cesareas
realizadas. La tasa % de incidencia acumulada de ISQ fue de 5,18% en
el periodo. En 2016 la tasa anual de ISQ alcanzd el 8,7% descendien-
do a2,4% en 2019. Las causas prevalentes de indicacion para realizar
cesdrea en aquellas pacientes que presentaron ISQ fueron la falta de
progresion en el trabajo de parto, la dilatacion estacionaria del cuello
del atero y el haber tenido cesdreas anteriores. En 2/3 de los casos las
cesareas que se infectaron fueron realizadas de urgencia y 1/5 tenfan
como antecedente la ruptura prematura de membranas. Las pacientes
con infecciones urinarias y/ o la deteccion de Streptococcus agalactiae
detectados durante el embarazo representaron menos del 5% de las
cesareas infectadas. Todas las pacientes recibieron la profilaxis anti-
biotica recomendada.
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De las muestras de cultivo de herida realizadas el 82% tuvo aisla-
miento de Staphylococcus aureus sensible a Cefalosporinas de primera
generacion.

Al realizar la vigilancia intensificada pudimos detectar precoz-
mente los desvios en las tasas y aplicar medidas de prevencion y con-
trol que permitieron disminuir las ISQ y mantenerlas dentro de las
recomendaciones nacionales e internacionales.
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INFECCIONES DE TRANSMISION
SEXUAL Y GESTA NO DESEADA EN
CONTEXTO DE DELITOS DE AS

Bernstein, Judith Celina’

Introduccion

Los delitos de AS (DAS) son un fendmeno complejo que afecta prin-
cipalmente a mujeres, adolescentes y nifios/as en forma desproporcio-
nada, para los cuales esta situacion implica una experiencia trauma-
tica que interfiere de un modo directo en su vida y en el caso de los/
as ninos/as, en el desarrollo evolutivo normal psico-fisico. El abuso
sexual (AS) se define como cualquier forma de contacto sexual entre
dos personas sin el consentimiento de una de ellas, o mediada por un
diferencial de poder entre la victima y el agresor/a, sin importar la
edad, condicién socioecondmica y cultural. Es una de las mas graves
violaciones a los derechos humanos ya que violenta la integridad, dig-
nidad, autoestima y desarrollo integral de las victimas; pero ademas,
es una problemdtica que generalmente se mantiene en la clandestini-
dad, en una cultura de silencio, lo que imposibilita conocer su mag-
nitud. La prevalencia real de los DAS se desconoce, aunque es una

1 Médica y Doctora en Medicina, Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Profesora
de Microbiologia y Parasitologia en la Facultad de Ciencias Médicas (UNLP).
Investigadora del Centro Universitario de Estudios Microbioldgicos y Parasitologicos.
Facultad de Ciencias Médicas (UNLP). Jefa de la Unidad de Infectologia, Hospital
Zonal General de Agudos “Mi Pueblo”, Florencio Varela, provincia de Buenos Aires.
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realidad para millones de personas, sobre todo para las poblaciones
vulnerables. Se trata de una problematica multicausal, entre las que se
destacan los roles de poder en una familia, la negligencia y descuido
de padres, madres o responsables de la proteccién de las/os menores
de edad, el machismo, la discriminacion de género, la falta de oportu-
nidades educativas y la pobreza.

En el contexto de los DAS pueden ocurrir infecciones de transmi-
sion sexual (ITS) y gestacion no deseada (GND). Resulta fundamental
poder distinguir entre las ITS diagnosticadas en la primera consulta
y aquellas encontradas durante el seguimiento, ya que el diagnéstico
realizado durante el seguimiento posterior a la primera consulta im-
plica que la ITS adquirida ha sido en el contexto del hecho de abuso/
violencia sexual.

Por otra parte, la prevencion de ITS y GND requiere de una inter-
vencion rapida y eficaz. En el municipio de Florencio Varela, situado
en el conurbano sur de la provincia de Buenos Aires, la atencion de
las victimas de DAS se realiza inicialmente en el Servicio de Emer-
gencias o en la Unidad de Infectologia del Hospital Zonal General de
Agudos “Mi Pueblo” (HMP) de Florencio Varela; posteriormente, se
hace la derivacion a los Servicios de Salud Mental y Ginecologia para
el abordaje transdisciplinario de las/os pacientes y completar asi la
evaluacion y seguimiento de los casos.

Luego de la culminacion del aislamiento social preventivo y obli-
gatorio (ASPO) decretado por la pandemia de CoViD-19 y tras la
apertura institucional de los consultorios externos, se observé un in-
cremento en el nimero de consultas hospitalarias por DAS, ya sea por
demanda espontanea, por derivacion de otros Servicios de Salud o del
Cuerpo Médico Forense. Se evidenci entonces una carencia de regis-
tros y datos oficiales en el municipio que permitieran estimar la di-
mension cuali-cuantitativa de esta problematica. De dicha necesidad
surgio este estudio, el cual determina un enfoque centrado en las per-
sonas, tendiente a obtener informacion sobre la problemética de ITS
y GND en el contexto de DAS en el municipio de Florencio Varela.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el tipo de ITS y la prevalencia de ITS y GND en personas

victimas de DAS que acuden al Consultorio Externo de la Unidad de
Infectologia del HMP.

Objetivos especificos

Describir las caracteristicas demograficas relacionadas en esa
poblacion.

Identificar las formas de AS contra las victimas de DAS.
Determinar el numero de episodios de AS sufridos por las vic-
timas.

Conocer el lugar donde se produjo el DAS.

Conocer el vinculo entre agresores y victimas de DAS.
Controlar el cumplimiento del calendario nacional de vacuna-
cién en las victimas de DAS.

Determinar el momento en que se realiz6 la primera consulta
médica o basal

posterior al abuso.

Conocer el numero de victimas a las cuales se les indicé la qui-
mioprofilaxis (QP) contra las ITS y la anticoncepciéon hormonal
de emergencia (AHE).

Establecer la prevalencia de las ITS: sifilis, infeccion por VIH,
hepatitis B y hepatitis C en la victima al momento de la consulta
meédica basal.

Investigar el contagio de sifilis, infeccion por VIH, hepatitis By
hepatitis C y la GND mediante el seguimiento y controles clini-
cos y de laboratorio de la victima.
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Pacientes y métodos

Se realiz6 un estudio de intervencion, de disefio prospectivo, llevado
a cabo desde septiembre de 2021 a marzo de 2023. El presente trabajo
de investigacion y el consentimiento informado (CI) para la partici-
pacion del paciente en el estudio fue evaluado por el Comité de Bioé-
tica y Etica de la Investigacién de la Facultad de Ciencias Médicas de
la Universidad Nacional de La Plata.

Para cumplir con los objetivos del estudio se confecciond una his-
toria clinica detallada con las variables a investigar, donde se asen-
taron los datos de inicio y seguimiento de los pacientes. Los datos
obtenidos se registraron en una base confeccionada con el programa
Excel’, la cual se utilizé para su andlisis posterior.

El universo o poblacién objetivo fueron varones, mujeres, nifias/
os y adolescentes victimas de DAS que consultaron en la Unidad de
Infectologia del HMP.

Se consideraron criterios de inclusion a todos los pacientes hom-
bres, mujeres, nifios/as y adolescentes de cualquier edad, nacionalidad
y género victimas de DAS, que concurrieron a atenderse en la Unidad
de Infectologia del HMP, residentes en el municipio de Florencio Va-
relay que firmaron el CI. Y como criterios de exclusion a los pacientes
que no quisieron firmar el CI y que no residian en Florencio Varela.

El reclutamiento de los pacientes se realizé por demanda esponta-
nea, ya sea por derivacion de un Servicio de Salud u otras institucio-
nes. La consulta inicial o basal (CB) con el paciente estuvo a cargo de
la médica infectéloga; luego se realizaba la derivacion a los servicios
de Salud Mental y Trabajo Social del HMP.

En la CB se le brindaba al paciente un cronograma impreso con
las fechas y horario en las que debia realizar los controles clinicos y
de laboratorio. Aquellos pacientes que no concurrieron a la segunda
consulta fueron contactados por la Trabajadora Social de la Unidad.

La poblacién accesible y la muestra correspondieron en este caso a
las unidades de analisis, ya que se seleccionaron a todos los pacientes
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que cumplian con los criterios de inclusion del estudio. No se calculd

el tamafio muestral porque se trabajé con el universo. Se resumieron

las variables dicotémicas en porcentajes y se presentaron en graficos

de tortas y barras.

Para el manejo médico de las victimas de DAS que concurrieron al

HMP, se sigui6 con los siguientes pasos:

Tratamiento de las lesiones corporales y genitales.

AHE: se indic6 levonorgestrel hasta 5 dias posteriores a la expo-
sicién sexual.

Profilaxis de las ITS: para la quimioprofilaxis (QP) se utilizaron
distintos esquemas que incluyeron ceftriaxona o cefixima, azi-
tromicina o doxiciclina y metronidazol. En cuanto a la profilaxis
posexposicion (PPE) sexual para VIH, se indicé hasta un méxi-
mo de 72 horas luego de la exposicion sexual, con distintos es-
quemas de terapia antiretroviral: Tenofovir/Emtricitabina o Te-
nofovir/ Lamivudina + Darunavir/Ritonavirfovir o Dolutegravir
o Raltegravir.

Chequeo del estado de inmunizaciones: se complet6 el calenda-
rio segun la edad.

Seguimiento médico (Tabla 2). El seguimiento clinico de los y
las pacientes se realizd en la CB y a las 2, 6 y 12 semanas pos-
teriores al abuso. Se solicitd estudio de la funcién hepatica y
renal, asi como el dosaje de hormona gonadotrofina coridnica
subunidad beta (HGCp) en la CB y a las 2 y 6 semanas poste-
riores. Se solicité la investigacion de ITS enla CB yalas 6 y 12
semanas posteriores, mediante las siguientes determinaciones
serologicas: Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), an-
ticuerpos treponémicos, enzima inmuno ensayo de cuarta gene-
racion (ELISA) para VIH, antigeno de superficie para hepatitis B
(HBsAg), anticore para hepatitis B (HBcAc) y anticuerpos para
hepatitis C (HCVAC).
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Resultados

Durante el periodo mencionado se atendieron 120 pacientes victimas
de DAS, de las cuales el 92% (n=110) fueron mujeres.

Al analizar los datos por grupo etario, se observo que el 27%
(n=32) de las victimas tenian hasta 10 afnos de edad; 34% (n=41) de
11 a 14 afos; 15% (n=18) de 15 a 18 afios y 24% (n=29) mas de 18
aflos; el 61% (n=73) de las victimas eran nifios y niflas de 1 a 14 afios
de edad (Figura 1).

Victimas de delitos de abuso sexual por grupo etario

W hasta 10 afios

mde 11 a 14 aflos

mde 15 a 18 afios

Hmayores de 18 afios

Figura 1. Victimas de delitos de abuso sexual distribuidas por grupo etario.
Septiembre de 2021 a marzo de 2023. Florencio Varela, provincia de Buenos Aires,
Argentina.

Refirieron haber padecido un solo episodio de abuso el 64%
(n=77) delas victimas y el 36% (n=43) dos o mas episodios (Figura 2).
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Numero de episodios de abuso sexual

mUno M Multiples

Figura 2. Ntimero de episodios de abuso sexual. Septiembre de 2021 a marzo
de 2023. Florencio Varela, provincia de Buenos Aires, Argentina.

Considerando el sexo de los agresores, el 98% (n=118) fueron
hombres y solo 2 fueron mujeres, madres de las victimas en ambos
casos.

Con referencia a la forma de abuso referida, el 78% (n=94) sufri6
violacién con penetracion genital, el 14% (n=17) refirié solo toca-
miento y un 8% (n=9) no supo precisar.

Se observé que el 62% (n=75) de los abusos ocurrieron en el hogar
de las victimas, un 35% (n=42) en el hogar del agresor y solo un 3%
(n=3) en la via publica.

Se identificéd que el 86% (n=103) de los atacantes eran personas
conocidas de las victimas. En cuanto al vinculo de la victima con el
agresor/agresora del entorno familiar, en el 32% (n=39) de los casos
el atacante fue el padrastro, en el 20% (n=24) tio, 16% (n=19) padre
bioldgico, 16% (n=19) primo, 8% (n=9) abuelo, 4% (n=>5) la madre y
4% (n=5) un hermano (Figura 3).
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Vinculo de la victima con el agresor del entorno familiar

« PADRE BIOLOGICO

= MADRE

= PADRASTRO
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= TIO ) '

PRIMO 49

Figura 3. Vinculo de la victima con el agresor del entorno familiar. Septiembre
de 2021 a marzo de 2023. Florencio Varela, provincia de Buenos Aires, Argentina.

16% 16%

En el caso del atacante conocido que no era del entorno familiar,
un 50% (n=60) era amigo de la victima o del entorno familiar, un 25%
(n=30) era la pareja de la madre y el otro 25% (n=30) un vecino del
hogar.

El 91% (n=109) de los pacientes no presentaron libreta sanitaria
(LS) al momento de la CB, por lo que no pudo constatarse si la va-
cunacién estaba completa o incompleta. Solo un 9% (n=11) de los
pacientes presento la LS y en ellos se constaté vacunacion completa
en un 6% (n=7) e incompleta en un 3% (n=2).

La primera consulta médica luego de ocurrido el episodio de abu-
so se realizo luego de haber transcurrido 96 horas o mas en el 76%
(n=91) de los casos; un 5% (n=6) consulto6 entre las 72 y 96 horas; un
2% (n=3) entre las 48 y 72 horas; un 8% (n=9) consulté entre las 36 y
48 horas; y un 2% (n=3) entre las 12 y las 24 horas. No hubo consultas
entre las 24 y 36 horas ni a menos de 12 horas de ocurrido el acto de
abuso y un 7% (n=8) no supo precisar cuando habia sido el episodio
de abuso (Figura 4).
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Tiempo transcurrido entre el episodio de abuso sexual y la primera
consulta médica

mmenor de 12 hs
mde 12a24hs
mde 24 a36hs
mde36a48hs
mde48a72hs
mde 72 a 96 hs
Emayor a 96 hs

mN/S

Figura 4. Tiempo transcurrido entre el episodio de abuso sexual y la primera
consulta médica. Septiembre de 2021 a marzo de 2023. Florencio Varela, provincia
de Buenos Aires, Argentina.

El 71% (n=85) de las victimas tenia indicacion de recibir QP para
ITS y AHE en la CB. Sin embargo, a un 52% (n=44/85) de las victimas
no les fue suministrada.

Solo el 61% (n=73) de los pacientes atendidos concurrieron a rea-
lizarse los controles médicos indicados. Al momento de la primera
consulta médica o CB no se hallaron ITS ni embarazo en los pacien-
tes. Durante los controles subsiguientes, se diagnosticaron producto
del AS, 4 casos de sifilis: 2 casos en niflas de 9 y 12 afios, 1 caso en una
mujer de 24 aios y un caso en 1 nifio de 5 afos. La paciente de 12
afos con sifilis tuvo una GND que culminé en un aborto espontaneo.
En todos estos casos los pacientes no habian recibido la QP para ITS
y GND.

Discusion

Los delitos de agresion sexual (DAS) comprenden cualquier atenta-
do contra la libertad. Atraviesan transversalmente a la sociedad, ocu-
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rriendo generalmente en el ambito mas cercano de la victima. Son
actos usualmente ocultados o negados, lo que coloca a las victimas
en una situacién de gran vulnerabilidad, dejandolas frecuentemente
solas frente a las consecuencias del abuso, por lo que los efectos de la
agresion se profundizan por la vergiienza, la falta de credibilidad y el
aislamiento.

Los DAS pueden ocurrir en distintos contextos; los agresores pue-
den ser personas del entorno familiar; pueden ser allegados, o adultos
a cargo del cuidado de la victima, o bien pueden ser extrafios y des-
conocidos. En este estudio la mayoria de los casos de AS ocurrieron
en el hogar del agresor y fueron realizados por hombres intrafamilia-
res, siendo el padrastro conviviente del hogar el atacante reportado
de mayor prevalencia. En los DAS extrafamiliares, en la mitad de los
casos denunciados el atacante era amigo de la victima.

Los DAS pueden tratarse de situaciones iniciadas en edades muy
tempranas y que aun contintan de modo crénico y repetitivo, de si-
tuaciones esporadicas o pueden ser situaciones que se dan una tnica
vez. En la poblacién estudiada, la mayoria de las victimas presentaron
historia de multiples episodios de AS ocurridos a lo largo de su vida,
los cuales habian comenzado en la infancia y se habian sostenido du-
rante afios. Los casos reportados de AS constituyen una proporcion
infima de los que realmente tienen lugar, por lo que son considerados
unicamente como la punta visible de un iceberg cuyo problema mayor
permanece oculto.

Las victimas son mayoritariamente mujeres, nifias/os y adoles-
centes. En nuestro estudio, la mayoria de las victimas fueron mujeres
adolescentes y nifios/as de hasta 14 afios de edad, lo que concuerda
con el reporte de la OPS/OMS del 9 de marzo de 2021, el cual informé
que la violencia contra la mujer se empieza a sufrir a edades alarman-
temente tempranas; cerca de 736 millones de mujeres sufren violencia
fisica o sexual infligida por un compafero intimo o agresiones se-
xuales perpetradas por otras personas, cifras que se han mantenido
estables a lo largo del decenio mas reciente.
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De acuerdo al Sistema Nacional de Estadistica Criminal pertene-
ciente al Ministerio de Seguridad de la Nacién Argentina, los delitos
contra la integridad sexual a nivel pais muestran en la serie del ulti-
mo quinquenio oscilaciones en torno a los 14.500 hechos y 15.400
victimas por afo. Los DAS representan el 1% del total de delitos re-
gistrados en el pais, aunque esta cifra no refleja cabalmente su rele-
vancia, dado que estudios efectuados con otras metodologias (como
la Encuesta Nacional de Victimizacién) advierten sobre la muy baja
tasa de denuncia del fendmeno, en comparacion con otros tipos de
delitos. En la serie histdrica se destaca un primer pico en el afio 2015,
coincidente con la irrupcién del “Ni una Menos” como movimiento
de denuncia de la violencia machista en Argentina, ubicandose como
el periodo anual con mayor cantidad de victimas registradas. El afio
2018 presenta el registro mas elevado dentro del periodo 2014-2018
(con 16.974 victimas). En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, en el
afo 2018, un 39% de los delitos contra la integridad sexual correspon-
dieron a menores de 13 afios de edad.

No hay en Argentina ningtin organismo publico que sistematice
a nivel nacional los datos provenientes de las distintas instituciones
donde se atienden a las victimas de los DAS. Entre los problemas de-
tectados para estimar la dimension cuantitativa de esta problematica,
se constatd que tanto los hospitales como los Centros de Atencion
Primaria de la Salud no sistematizan ni publican los registros de los
casos de demandas de asistencia. Los datos existentes, dispersos, frag-
mentados, confirman que Argentina presenta las mismas tendencias
que se observan en otros paises, y aunque los datos disponibles no
permiten determinar la incidencia o prevalencia del fenémeno a ni-
vel nacional, es posible tener una pauta de su presencia en diversos
contextos. Por ello, la problematica de los DAS debe abordarse como
un tema prioritario de las politicas putblicas; dada su gravedad, debe
dar lugar a acciones y programas de prevencion, asistencia, proteccion
integral y sancion con fuerte voluntad politica.
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Por otra parte, entre las consecuencias fisicas de los DAS podemos
mencionar a las ITS, GND, pérdida del control de esfinteres, dolores
crénicos generales, hipocondria, dolor gastrointestinal. Se han comu-
nicado un sinnimero de consecuencias conductuales y/o emocio-
nales: consumo de drogas y alcohol, conductas autolesivas, ideacion
suicida, disminucién del rendimiento escolar/laboral, desordenes
alimentarios, fobias, agresividad, trastornos de adaptacion, ansiedad,
trastornos del suefio, depresion, baja autoestima , sentimientos de es-
tigmatizacion y culpabilidad, trastornos de identidad sexual, conoci-
miento sexual precoz o inapropiado, exhibicionismo y trastornos de
adaptacion social, entre otros. Se debe prestar particular atencion en
un embarazo con las siguientes caracteristicas: gestante menor de 15
afos, rechazo del embarazo, consulta tardia, ocultamiento, ambigtie-
dad y contradicciones acerca de la identidad del cogestante, rechazo
del bebé o graves dificultades para establecer el vinculo e insistente
pedido para dar al bebé en adopcion.

Otra problematica que se evidenci6 en este trabajo fue la falta de
presentacion de la LS o carnet unificado de vacunacion al momento
de la CB en la gran mayoria de los casos. Debido a ello, fue impo-
sible constatar si la vacunacién estaba completa o incompleta para
indicar en forma correcta las inmunizaciones. Es necesario capacitar
a la poblacién para que concurra a toda consulta médica con dicha
documentacion.

Con respecto a las ITS que ocurren a consecuencia de los DAS, no
existe en Argentina practicamente ninguna clase de registro oficial,
siendo su prevalencia totalmente desconocida. La tasa de sifilis en la
poblacion de 10 a 14 afos alerta en parte sobre situaciones de AS in-
fanto-juvenil y se muestra como un problema que debe ser abordado
integralmente, con enfoque de derechos, género y diversidad y en for-
ma transversal entre los ministerios de Salud, Educacion, Justicia y de
las Mujeres, Géneros y Diversidad. Existe una intima relacion entre
la ocurrencia de AS y la presencia de una o mas ITS; por ello se reco-
mienda pesquisar siempre la presencia de ITS en todas las victimas de
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DAS. De igual forma, se recomienda considerar la posibilidad de un
AS ante el hallazgo de una ITS en un/a menor; solo asi se podra cum-
plir con el objetivo de prevenir la ocurrencia de dafos irreversibles a
la salud o minimizar sus posibles secuelas.

Las ITS que se suelen incluir en el cribado y profilaxis en los pro-
tocolos de atencién en el contexto de un DAS son: sifilis, gonorrea,
uretritis no gonocdcica, vaginosis, linfogranuloma venéreo, chancro
blando, granuloma inguinal, herpes genital, verrugas genitales por
virus del papiloma humano (VPH), infeccion por el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH), hepatitis B y C, pediculosis pubis y
escabiosis. (Tabla 1). Anteriormente se realizé un estudio en el que se
incluyeron 412 victimas de DAS, de las cuales 35 (8,5%) adquirieron
una ITS. Estudios realizados sobre violencia doméstica reportan una

Infeccion de transmision sexual

Agente causal

Sifilis

Treponema pallidum

Gonorrea

Neisseria gonorrhoeae

Uretritis no gonococica

(Chlamydia  trachomatis, ~ Ureaplasma

urealyticum, Trichomonas vaginalis)

Vaginosis

Gardnerella sp, Trichomonas sp.

Linfogranuloma venéreo

Clamidia trachomatis serotipos L1, L2y L3

Chancro blando

Haemophilus ducreyi

Granuloma inguinal

Klebsiella granulomatis

Herpes genital

Herpes simplex tipo 2

Verrugas genitales

Viurs del papiloma humano

Infeccion por VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
Hepatitis B Virus de la hepatitis B
Hepatitis C Virus de la hepatitis C

Pediculosis pubis

Pthirius pubis

Escabiosis

Sarcoptes scabiei

Tabla 1. Principales infecciones de transmision sexual y sus agentes causales.
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asociacion positiva entre ITS y violencia intrafamiliar, lo cual pudiera
relacionarse con las altas tasas de sexo forzado en mujeres, las redu-
cidas posibilidades que tienen estas de negociar la practica del sexo
protegido y uso del conddn, asi como el poco acceso a consejeria y
pruebas diagndsticas para ITS.

Resulta importante poder distinguir entre las ITS diagnosticadas
en la primera consulta y aquellas encontradas durante el seguimiento.
En nuestro estudio, la prevalencia de ITS fue del 3,3% y la de GND
del 0,3%. Si bien no se detectaron ITS ni GND en la CB, solo el 61%
de los pacientes concurrieron a realizarse los controles médicos de se-
guimiento; en ellos se diagnosticaron producto del AS, 1 caso de sifilis
en una mujer adulta, 3 casos de sifilis en nifos y en 1 nifia ademads una
GND. Al realizarse la correspondiente investigacion de estos casos,
se revel6 que todos ellos habian radicado la denuncia policial corres-
pondiente en tiempo y forma y habian sido atendidos en el Cuerpo
Médico Forense, pero ninguno de ellos habia recibido la QP para ITS
y AHE y tampoco habian sido derivados a alguna institucion de salud
para poder recibirla. La misma situacion se constatd en las consul-
tas médicas realizadas tardiamente, luego de las 72 hs de ocurrido el
DAS. Esta situacién motivé que se procediera inmediatamente a la
capacitacion de los equipos intervinientes y el establecimiento de un
algoritmo de derivacion a la institucion de salud.

El tratamiento de las victimas de DAS debe seguir los siguientes
pasos:

o Tratamiento de las lesiones corporales y genitales.

o Anticoncepcion hormonal de emergencia (AEH): su eficacia de-
pende del momento de la toma. Su ingesta antes de las 12 horas
posteriores a la relacion de riesgo tiene un 95% de eficacia y lue-
go desciende, aunque se puede usar hasta cinco dias posteriores
ala relacion sexual no consentida. Es clave que la AEH se admi-
nistre inmediatamente cuando sea demandada; no es necesario
el consentimiento de madres, padres, tutoras/es, ni la realizacion
de ningun estudio.
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o Profilaxis de ITS: se utilizan distintos esquemas antibi6ticos. En

cuanto a la profilaxis posexposicion (PPE) sexual para VIH, se

recomienda el inicio dentro de las 2 horas y hasta un maximo

de 72 horas luego de la exposicion sexual. Si se super6 ese lapso

temporal, se realizara unicamente el monitoreo de sintomas y

signos de infeccion aguda. Para la PPE sexual para VIH podran

seleccionarse distintos esquemas de terapia antiretroviral.

o Chequeo del estado de inmunizaciones: si corresponde, comple-

tar calendario segiin edad.
o Seguimiento médico (Tabla 2)

Basal

2 semanas

6 semanas

12 semanas

Evaluacidn clinica

Funcién renal y hepatica

HGCsp

ELISA VIH

VDRL

Anticuerpos treponémicos

HBs Ag

HBcAc

HCV Ac

HGCsp: hormona gonadotrofina coridnica subunidad ; ELISA VIH: Enzima in-
munoensayo para VIH; HBsAg: antigeno de superficie para hepatitis B; HBcAc:

anticore hepatitis B; HCV: anticuerpos para hepatitis C.

Tabla 2. Seguimiento clinico y examenes de laboratorio que deben realizarse
posteriormente a la ocurrencia de un abuso sexual.
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Conclusiones

En nuestra casuistica las victimas de DAS fueron principalmente mu-
jeres y nifias de 11 a 14 afios, objeto de unicos o multiples episodios.
En la mayoria de los casos, el agresor pertenecia al entorno familiar de
la victima y el AS ocurri6 en el propio hogar.

La consulta médica fue realizada tardiamente, por lo que en mu-
chos casos no estuvo indicada la QP. Sin embargo, un elevado nimero
de victimas que si tenfa la indicacién, no la recibid, en ellos se diag-
nosticaron 4 casos de sifilis y una GND. Sélo un poco mas de la mitad
de los pacientes atendidos concurrieron a realizarse los controles mé-
dicos correspondientes.

Los DAS son un grave problema global, con severas implicancias
sobre la salud, que abarca aspectos médicos, legales y psicologicos,
por lo que la asistencia ha de ser rapida, efectiva y transdisciplinaria,
estableciendo protocolos de atencion para poder dar la cobertura ade-
cuada a las victimas.

Es indispensable coordinar el abordaje de las victimas de DAS con
el cuerpo de medicina forense, para la pronta y adecuada derivacion
al hospital. Por ello, es imprescindible la realizacion de capacitacion
del protocolo de atencién de los casos de DAS, no sdlo al equipo de
salud, sino también al personal policial y cuerpo médico forense.

Con respecto a las ITS consecuencia de los DAS, no existe en
Argentina practicamente ninguna clase de registro oficial, siendo su
prevalencia totalmente desconocida; existen muy escasos estudios
que traten acerca del impacto y repercusiones del AS en menores. Es
necesaria la realizacion de estudios longitudinales y/o experimentales
para tener el debido conocimiento al respecto.
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DINAMICA DEMOGRAFICA DE LAS
POBLACIONES HUMANAS DEL NOROESTE
DE PATAGONIA Y CENTRO DE CHILE
DURANTE EL HOLOCENO INFERIDA A
PARTIR DE DOS LINEAS DE EVIDENCIA
INDEPENDIENTES

Cobos, Virginia Agustina’

Introducciéon

El estudio de la dinamica demografica de las poblaciones prehisto-
ricas requiere de la integracion de datos procedentes de mualtiples 1i-
neas de evidencia independientes que permitan la recuperaciéon de
informacién confiable sobre los patrones de cambio en el tamaio y la
densidad poblacional a través del tiempo. Esto se debe a que entre una
poblacion viva y el registro arqueoldgico media una multiplicidad de
factores de diversa naturaleza —intrinsecos (e.g., patrones de mortali-
dad, fecundidad y morbilidad) y extrinsecos (e.g., procesos postdepo-
sitaciones) — que pueden interferir en las interpretaciones demogra-
ficas de las poblaciones del pasado. En este contexto, la exploracion
de la dinamica demografica de poblaciones pasadas basada en lineas
de evidencia independientes puede contribuir a evaluar la existencia
de posibles factores generadores de sesgos y evaluar la robustez de las
inferencias realizadas (Cobos et al., 2024).

1 Licenciada en Antropologia y Doctora en Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP). Ayudante Diplomada de la Catedra de Antropologia
Bioldgica IV en la UNLP. Docente Investigadora de la UNLP y becaria posdoctoral del
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
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Las poblaciones humanas que habitaron el noroeste de Patagonia
(NOPat) y el centro de Chile (cCh) desde fines del Pleistoceno hasta
el contacto Hispano-Indigena —500 afios AP— han sido caracterizadas
como grupos pequeiios de cazadores-recolectores (Borrero, 1994-1995;
Campbell y Quiroz, 2015; entre otros). Ocuparon heterogéneamente
ambientes diversos, probablemente desarrollando dinamicas demogra-
ficas disimiles. La historia demografica de estas poblaciones constituye
un caso de estudio interesante dado que fue una de las ultimas regio-
nes del mundo en ser poblada por humanos y a que trabajos anterio-
res arrojaron resultados dispares. El NOPat, particularmente el norte
de Neuquén (NNqn), ha emergido en afos recientes como un area de
especial interés para estudios paleodemograficos debido a que datos
ambientales y culturales sugieren fluctuaciones en la dindmica pobla-
cional, e indicadores culturales de incremento de complejidad social,
posiblemente vinculados a un crecimiento demografico, se dataron
tempranamente en relacion con otras dreas de Patagonia (Bernal et al.,
2017; Cobos, 2022; Perez et al., 2017). Sin embargo, hasta el presente
no se han realizado estudios orientados a evaluar sistemdticamente la
historia demografica de las poblaciones del area. En particular, la ma-
yor parte de los estudios se limitaron a caracterizar el tamafio pobla-
cional con un abordaje tangencial y cualitativo, empleando evidencia
arqueoldgica fragmentaria. Esta descripcion, basada principalmente en
distribuciones espacio-temporales de sitios arqueoldgicos y artefactos,
resulta imprecisa y parcial, limitando la posibilidad de comprender la
historia de las poblaciones pasadas de esta region. En la tltima década,
impulsados por el incremento de fechados absolutos y la incorporacion
de estudios moleculares, surgieron los primeros trabajos, abordando la
demografia de las poblaciones prehistdricas como objetivo principal y
permitiendo visibilizar fluctuaciones poblacionales en Patagonia.

El recorte espacial de este estudio se fundamenta en criterios de
biologia molecular, arqueologicos y ambientales. La evidencia dispo-
nible indica que las poblaciones humanas que habitaron el NOPat y
cCh tuvieron una dindmica bioldgica y cultural conjunta en épocas
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prehistoricas, facilitada por la articulacién de redes transcordilleranas
de comunicacién y aprovisionamiento. De este modo, estas socieda-
des moviles establecieron desde épocas tempranas un intenso flujo
regional genético y de objetos materiales y simbolicos, en el contexto
de un ambiente muy variable.

Demografia y poblaciones humanas
Modelos demogrdficos

Dentro de los modelos tedricos de crecimiento poblacional, el expo-
nencial y el logistico constituyen aproximaciones clasicas relativa-
mente simples que brindan estimaciones en funcién de pardmetros
determinados a priori (Roughgarden, 1979). Alternativamente, se ha
postulado la importancia de generar modelos empiricos a posteriori
para representar patrones mas complejos, que permitan evaluar hipo-
tesis alternativas. En efecto, en la dindmica de las poblaciones pueden
ocurrir cambios demograficos abruptos resultado de, por ejemplo,
cambios climdticos, intensificacion en el uso de recursos, migraciones,
enfrentamientos intergrupales o enfermedades. Tales modelos flexi-
bles permiten describir detalladamente eventos demograficos especifi-
cos, logrando mejores ajustes a los datos. Entre éstos, los modelos con-
tinuos lineales por tramos (CPL) permiten describir la distribucion de
densidad poblacional a partir de un nimero pequefo de fases lineales
articuladas por puntos de inflexion de la curva modelada donde cam-
bia la tasa de crecimiento poblacional (Timpson et al., 2021).

Indicadores paleodemogrificos

Los indicadores arqueologicos fueron los primeros en utilizarse en
los estudios que abordaron la demografia de poblaciones patagonicas.
Todos ellos miden la intensidad de la sefial arqueoldgica y sus fluc-
tuaciones, relacionandola con cambios proporcionales en el tamafo
y distribucion poblacional a lo largo del tiempo. Entre ellos, fueron
muy utilizadas las distribuciones temporales de frecuencias de fecha-
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dos absolutos. Su empleo se basa en la suposicion de que, a mayor nu-
mero de individuos, mas fuerte sera la sefial arqueoldgica resultante.

Entre los indicadores bioldgicos, los marcadores moleculares han
sido ampliamente utilizados para realizar estimaciones confiables. El
ADN mitocondrial (ADNmt) es una valiosa herramienta que contie-
ne informacioén histdrico-genealdgica que permite aplicar estimacio-
nes de reloj molecular. La teoria de coalescencia relaciona la forma
de los arboles genealdgicos moleculares y el nimero de linajes con
las trayectorias paleodemograficas. De este modo, a partir del andlisis
de las secuencias procedentes de individuos de poblaciones actuales,
conociendo la tasa de mutacion, se puede inferir la dindmica demo-
grafica de esas poblaciones en el pasado. Debido a que se transmite
por via materna, permite estimar exclusivamente las genealogias y
trayectorias femeninas.

En el poblamiento de Sudamérica llegaron individuos cuyas va-
riantes mitocondriales se distribuyen en cuatro linajes principales o
haplogrupos, denominados A, B, Cy D. En el NOPat y cCh se encuen-
tran con mayor frecuencia el C y el D, divididos en varios sublinajes
presentes en diferentes proporciones en la region. Con la llegada de
mujeres europeas, se introdujeron a la poblacion local nuevas varian-
tes (Bodner et al., 2012; de Saint Pierre et al., 2012).

Objetivo

El objetivo del trabajo presentado en este Seminario es explorar la di-
namica demografica de las poblaciones humanas en diferentes escalas
espaciales del NOPat y el cCh entre los 15500-500 afios AP, mediante
el empleo de dos indicadores paleodemograficos independientes: ge-
nealogias estimadas a partir de ADNmt moderno y distribucion espa-
cio-temporal de fechados absolutos. Asimismo, discutir las posibles
causas de las diferencias entre las inferencias paleodemograficas ob-
tenidas mediante ambos métodos, sus limitaciones y fortalezas, para
unidades espaciales de diferente extension: regional (el NOPat mas
el cCh), subregional (NOPat y el cCh por separado) y local (NNqn).
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Hipatesis

En primer lugar, se espera que las reconstrucciones demogréficas ba-
sadas en datos moleculares sean mds sensibles que las basadas en fe-
chados absolutos, particularmente para las fluctuaciones poblaciona-
les asociadas al poblamiento inicial de la regién (Cobos, 2022; Perez
et al., 2016). En segundo lugar, dado que la evidencia arqueolodgica,
bioldgica y etnohistdrica sugiere que los grupos humanos de la region
tuvieron tamarfios variables con poblaciones agricultoras en el cCh de
mayor tamaino que los pequenos grupos de cazadores-recolectores en
el NNgn (Cobos, 2022), se esperan dinamicas demograficas diferen-
tes en las tres escalas espaciales analizadas. Sin embargo, con base en
estudios previos, se espera encontrar algunos patrones comunes: un
primer y ligero aumento demografico asociado al poblamiento inicial,
un segundo incremento durante el Holoceno Medio vinculado a la in-
tensificacion y diversificacion de los recursos explotados, y un tercer
y ultimo crecimiento poblacional durante el Holoceno Tardio relacio-
nado con el surgimiento de la alfareria y la incorporacion de plantas
domesticadas a la dieta (Campbell y Quiroz, 2015; Cobos, 2022; Perez
et al., 2016).

Materiales y Métodos
Estimaciones demogrdficas empleando genealogias moleculares

La caracterizacién del patrén de cambio poblacional serd explorada
en primer lugar mediante el empleo de genealogias moleculares es-
timadas a partir de ADNmt moderno. El método no paramétrico de
Bayesian Skyline Plots (BSP) permite inferir las dindmicas demogra-
ficas pasadas a partir de secuencias moleculares procedentes de los
descendientes actuales de esas poblaciones.

Se realiz6 el muestreo de individuos residentes en distintas locali-
dades de la provincia del Neuquén, con la aprobacién del Comité de
Etica del Hospital Italiano de Buenos Aires (03/12/09), obteniéndose
38 secuencias mitocondriales. En todas se amplific6 la Region Hiper-
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variable I (HVRI) y en 21 de ellas también la II (HVR II). Asimismo,
se recopilaron 252 secuencias mitocondriales amerindias del NOPat
y el cCh procedentes de publicaciones anteriores (Figura 1; de Saint
Pierre et al.,2012; Moraga et al., 2000; Motti, 2012; Postillone et al.,
2019). Por lo tanto, en total se obtuvo un total de 290 secuencias para
realizar las estimaciones demogréficas.

Las muestras fueron recolectadas en tres localidades de la provin-
cia del Neuquén, priorizando individuos nacidos localmente: Rincon
de Los Sauces y Buta Ranquil en el Departamento Pehuenches, y Alu-
miné en el Departamento de Aluminé (Figura 1). Junto con la toma
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Figura 1. Escalas geogrdficas estudiadas en este trabajo, distribucion espacial de
los sitios arqueolégicos y localidades de procedencia de las muestras de ADNmt.
1, 2y 3: Motti (2012); 4, 6 y 8: de Saint Pierre y otros (2012); 5 y 7: Moraga y
otros (2000); COYU (Coyuco-Cochico), LOV (Las Ovejas), BR (Buta Ranquil), RS
(Rincén de los Sauces), y ALU (Aluminé): Postillone y otros (2019) y Cobos (2022).
Figura tomada y modificada de Cobos y otros (2024).

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.II 46



de la muestra y la aprobacién del consentimiento informado de cada
participante, se realiz6 una encuesta para rastrear el origen geografico
mas remoto del linaje materno de los voluntarios para utilizar como
criterio de agrupacion geografica. De este modo, las muestras se agru-
paron en cuatro grupos geograficos: regional, NOPat (excluyendo al
NNgn, N=96), cCh (N=139), y NNgn (N=55).

Para realizar las reconstrucciones paleodemograficas de los ulti-
mos 15500 afios, se estimaron curvas BSP (Ho y Shapiro, 2011) em-
pleando todas las secuencias (N=290). Con la finalidad de disminuir
el posible efecto del flujo génico reciente sobre el acervo genético re-
gional, estas curvas también se estimaron a partir de las 220 secuen-
cias correspondientes a los haplotipos mas frecuentes o especificos
para la regién: C1b, D1g y B2i y sus derivados (Bodner et al., 2012;
de Saint Pierre et al., 2012). Las curvas se simularon en el programa
BEAST v1.6.1 (Suchard et al., 2018) con un intervalo generacional
femenino de 25 afos. Se consideraron 50.000.000 generaciones para
la longitud total de la cadena de Markov Monte Carlo y una frecuen-
cia de muestreo cada 5.000 generaciones. Se utilizé un modelo HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano) para la sustitucion de nucle6tidos con una
tasa de 3,02x107 sustituciones por sitio/afio (Endicott y Ho, 2008).
Estos parametros se establecieron utilizando el programa BEAUTi
v1.6.1 (Suchard et al., 2018). Por ultimo, los BSP se generaron utili-
zando el programa Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018).

Finalmente, se calcul6 una red molecular a partir de aquellas se-
cuencias con los fragmentos HVR I y II, para probar la ausencia de
estructuracion poblacional y analizar las relaciones filogenéticas de
las secuencias de las diferentes areas geograficas. Las secuencias fue-
ron formateadas en el programa DnaSP v6.12.03 (Rozas, 2009), elimi-
nandose los sitios faltantes e invariables; a cada sitio polimérfico se le
asignd su posicién real en la secuencia y un peso relativo (Soares et
al., 2009) utilizando el programa Network v10.2.0.0%. Finalmente, se

2 Para més informacion, acceder a: www.fluxus-ngineering.com/netwinfo.htm
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trazaron las redes en el mismo programa, empleando el método M]J
(e=0; Bandelt et al., 1999; Templeton et al., 1992).

Estimaciones demograficas empleando fechados
absolutos

Para explorar los cambios temporales en la densidad de poblacion
humana en toda la region, se empled un conjunto de 1.073 fechados
absolutos georreferenciados procedentes de 371 sitios arqueoldgicos,
obtenidos mediante radiocarbono, termoluminiscencia e hidratacion
de obsidiana, medidos sobre restos de carbones, huesos y dientes de
humanos y de fauna, vegetales, cascaras de huevo, conchas terrestres,
materiales marinos (conchas marinas y algas), sedimentos, estiér-
col, ceramica y herramientas de obsidiana para el intervalo temporal
de 15500-500 afios AP. Los fechados fueron agrupados en dos escalas
subregionales: NOPat (N=554, desde los 34°S en la provincia de Men-
doza, la provincia del Neuquén y el oeste de Rio Negro), y cCh (N=519,
regiones de Libertador Bernardo O Higgins, Maule, Nuble, Biobio,
Araucania, Los Lagos y norte de Los Rios) (Figura 1). Por otra parte,
se agruparon los fechados del NNgn en una escala local (N=109, deli-
mitado por las cuencas de los rios Barrancas y Colorado en el norte, y
los paralelos 39° y 38,5° por el sudoeste y el sudeste, respectivamente).
A continuacidn, se calibraron los fechados radiocarbdnicos basa-
das en materiales terrestres y marinos utilizando las curvas SHCal20
(N=852; Hogg et al., 2020) y Marine20 (N= 53; Heaton et al., 2020),
respectivamente. Los fechados realizados mediante termoluminiscen-
cia (N=167) e hidratacion de obsidiana (N=1) no fueron calibrados.
A partir de todos los fechados absolutos, se estimaron curvas de
Distribucién de Probabilidad Sumada (SPD; Crema et al., 2016), agru-
pandolos cada 200 afios con la finalidad de reducir las posibilidades
de sobrerrepresentar una misma fase para un sitio (Crema y Bevan,
2021). Posteriormente, se realizo la construccion de los modelos CPL
y la seleccion de aquellos con el numero de fases que mejor se ajustara
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a las curvas SPD estimadas. Para capturar la incertidumbre derivada
del error de muestreo y mostrar las curvas SPD con intervalos de con-
fianza (IC) lo suficientemente amplios (95%) para asegurar una inter-
pretacion robusta de los resultados, en la estimacién de los modelos
también se agruparon los fechados cada 200 afos. Para encontrar el
modelo con un mejor ajuste se empleo el criterio de informacion ba-
yesiano (BIC; Timpson y otros, 2021). Luego, se realizé una prueba
de simulacién SPD con 20.000 permutaciones generando conjuntos
de datos simulados bajo el modelo especificado y se calcul6 un va-
lor p comparandolos con el conjunto de datos observado. Todos estos
analisis se realizaron utilizando los paquetes rcarbon v1.4.2 (Crema
y Bevan, 2021), ADMUR v1.0.3 y DEoptimR v1.0-8 (Timpson et al.,
2021) del programa R v 4.0.3 (R-Development Core Team, 2020).

Resultados
Andlisis a partir de genealogias moleculares

En la Figura 2.a se muestran las curvas BSP regional, del NOPat, cCh y
NNgqn estimadas a partir de las 290 secuencias mitocondriales. A nivel
regional se observa que, partiendo de un tamafo poblacional efectivo
femenino de ~1.400 individuos, la poblacion comienza a incrementar-
se lentamente a partir de los 16000 afios AP, alcanzando ~4.000 indivi-
duos para los 10000 aiios AP. En esta fecha, la curva muestra una mar-
cada aceleracion hasta los 6000 AP. Luego continda incrementandose
lentamente hasta los 500 afios AP, llegando a unos ~40.000 individuos.
El NOPat presenta un patrén similar, aunque con valores demografi-
cos superiores hasta los 3500 aftos AP. El NNqgn mantiene valores muy
semejantes a los regionales durante el Holoceno Temprano y Medio.
A lo largo del Holoceno Temprano y Medio, estas tres curvas tuvieron
una trayectoria muy similar, mostrando un marcado aumento entre los
10000-5000 afios AP. La curva estimada para el cCh exhibe los niveles
poblacionales mas bajos a lo largo de toda su trayectoria, sin cambios
hasta los 9000 anos AP, cuando muestra una aceleracién mas sutil que
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Figura 2. Trayectorias demogrdficas inferidas a partir de los datos moleculares
para la regién, las dos subregiones (NOPat y cCh) y el drea local del NNgn. (a)
curvas BSP estimadas a partir de las 290 secuencias; (b) curvas BSP estimadas a
partir de las 220 secuencias de haplotipos especificas para la regién. Figura tomada
y modificada de Cobos y otros (2024).

la del resto de BSP. En la Figura 2.b, se presentan las curvas estimadas a
partir de las 220 secuencias correspondientes a haplotipos especificos
para la region. Todas ellas mostraron valores demograficos més bajos
que las curvas descritas previamente.

En la red molecular se observa que las muestras correspondientes
al haplotipo C1b13 conforman el nodo mas grande compuesto prin-
cipalmente por muestras chilenas (Figura 4). El mayor nimero de co-
nexiones de este nodo es con haplotipos derivados de diversas proce-
dencias, diferenciados por un bajo nimero de mutaciones, mostrando
un patron estrellado caracteristico de un haplotipo en expansion. Le
siguen en tamafio los nodos del haplotipo D1g, que también incluyen
muestras principalmente del cCh, lo que sugiere su mayor antigiiedad
frente a otras variantes. La mayoria de las secuencias del NNqn no es-
tan agrupadas en grandes nodos, lo que sugiere que el patron de ex-
pansion poblacional observado en las curvas BSP estimadas para esta
escala estaria reflejando un aumento ocurrido en el cCh (Figura 2).
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Analisis a partir de fechados absolutos

En los resultados del andlisis de seleccion de modelos CPL se observa
que, al aumentar la escala espacial, aumenta la complejidad del mode-
lo mejor ajustado a los datos (Figura 3). El SPD regional del modelo
que mejor se ajusta a los datos —CPL de 4 fases lineales articuladas
por 3 inflexiones— muestra una baja densidad de fechados entre los
15500-10000 afios AP. Posteriormente, se observa un ligero aumento
en la pendiente de la curva alrededor de los 9000 afios AP, seguido
de otro hacia los 7500 afios AP. Con posterioridad a estos eventos, la
curva cambia a un ritmo lento hasta un ultimo y pronunciado incre-
mento en la densidad de fechados para los 2500 anos AP.

" [ Region (4-CPL, p=0,935) !
NOPat (3-CPL, p=0,935) !
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Figura 3. Curvas SPD de los mejores modelos CPL para la regién, las dos
subregiones (NOPat y cCh) y el drea local del NNgn. Las curvas SPD se escalaron
multiplicando el niimero de muestras utilizadas en cada sector para
las simulaciones. Figura tomada y modificada de Cobos y otros (2024).
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Figura 4. Red molecular construida con todas las secuencias con los fragmentos
HVR I y II. Figura tomada y modificada de Cobos y otros (2024).
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Los modelos que mejor se ajustan a los conjuntos de datos del NO-
Pat y el cCh corresponden a CPL de 3 fases. Las curvas estimadas para
ambas subregiones en forma independiente, muestran trayectorias
que se aproximan a la tendencia regional (Figura 3). Sin embargo, la
curva del cCh presenta valores superiores a la del NOPat para el Pleis-
toceno tardio. Esta relacion se revierte durante la primera mitad del
Holoceno Tardio. Finalmente, la curva calculada para la escala local
de NNqgn -CPL de 2 fases— presenta una baja densidad de fechados
hasta los 6000 anos AP, cuando comienza a aumentar suave y pro-
gresivamente su pendiente hasta los 4500 afios AP. Posteriormente,
se observa un nuevo incremento, menos marcado que el observado a
escalas espaciales mayores, hacia los 2000 afios AP.

Discusion y conclusiones

En este trabajo se realizo la primera evaluacion sistematica de la con-
fiabilidad en las estimaciones demograficas basadas en dos indicado-
res paleodemograficos independientes.

Siguiendo las expectativas postuladas, las curvas estimadas para
las diferentes escalas espaciales mostraron una baja densidad pobla-
cional en la transicion Pleistoceno-Holoceno, lo que podria esperarse
para el poblamiento inicial de la regién. No obstante, a lo largo del
Holoceno la dindmica demografica inferida a partir de ambos indi-
cadores mostrd discrepancias. Mientras que las curvas derivadas del
ADNmt mostraron un incremento en la transicion Holoceno Tem-
prano-Medio, aquellas obtenidas a partir de los fechados absolutos
s6lo mostraron un aumento conspicuo hacia el Holoceno Tardio (Fi-
gura 5). El comportamiento de la curva BSP no permite descartar la
hipétesis de un segundo incremento demografico para el Holoceno
Medio, lo que podria estar asociado a la intensificacion y diversifica-
cién en la explotacion de recursos. En esta direccion, trabajos previos
para la region basados en datos moleculares han sugerido una gran
diversificaciéon de los haplogrupos especificos para los 5000-3500
afos AP, que fue interpretado como manifestacion de un aumento
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Figura 5. Comparacion del grado de solapamiento entre los IC obtenidos en las
estimaciones demogrdficas obtenidas a partir de ambos indicadores demogrdficos
para cada escala espacial analizada entre los 15000-500 afios AP. Figura tomada

y modificada de Cobos y otros (2024).

demografico durante el Holoceno Medio (Bodner et al., 2012; de Saint
Pierre et al., 2012). El pronunciado incremento observado en las cur-
vas SPD para el Holoceno Tardio insta a reconocer el impacto de la
aparicion de la ceramica y las plantas domesticadas en las estrategias
de subsistencia de los cazadores-recolectores de la region. No obstan-
te, este patron no es claro para el NNqn, donde también se observaron
las mayores diferencias en las trayectorias estimadas a partir de ambos
indicadores durante el Holoceno Tardio (Figura 5). Por otro lado, es-
tudios previos para la region basados en dataciones radiocarbdnicas
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reportaron aumentos demograficos para el Holoceno Medio y Tardio
(Llano et al., 2020; Perez et al., 2016 y 2017; entre otros). Sin embargo,
para Neuquén mostraron una relativa estabilidad demografica duran-
te la transicion Pleistoceno-Holoceno, pero un crecimiento continuo
durante el Holoceno Medio (Perez et al., 2016). Cabe destacar que
tales observaciones contrastantes entre diferentes areas de la region
son esperables dadas las caracteristicas ambientales, bioldgicas y cul-
turales heterogéneas.

Las diferencias entre las estimaciones obtenidas a partir de ambos
indicadores podrian estar relacionadas con que aquellas inferidas a
partir del ADNmt sélo reflejan el tamafio poblacional femenino que
aporta descendencia a la siguiente generacion, por lo que constituye
una estimacion parcial del tamafio poblacional total (Ho y Shapiro,
2011). Asimismo, no debe subestimarse el caracter indirecto de los
fechados absolutos como indicador paleodemografico. Por otro lado,
las diferencias observadas también podrian deberse al grado de infor-
macion preservada por los fragmentos del ADNmt empleados para
las estimaciones genealdgicas (Postillone et al., 2019). Por tal motivo,
este indicador es particularmente informativo para procesos demo-
graficos antiguos, siendo menos fiable para los mas recientes como
consecuencia de la probable reduccion de la diversidad de linajes tras
la llegada de los europeos (Pérez et al., 2017). Estimaciones mds ro-
bustas podrian obtenerse incluyendo en los analisis multiples regio-
nes del genoma nuclear y/o incorporando muestras de ADN arqueo-
légicas, aumentando la probabilidad de estudiar la variacion de linajes
extintos (Heled y Drummond, 2008). Por otro lado, la densidad de-
mografica relativamente mayor obtenida en las curvas SPD para el
Holoceno Tardio en comparacién con periodos tempranos podria ser
resultado de la preservacion diferencial del registro arqueoldgico (Su-
rovell et al., 2009). No obstante, en este trabajo se abord¢ la pérdida
tafondmica y el error de muestreo realizando multiples controles me-
todoldgicos que permiten confiar en la robustez de las reconstruccio-
nes demograficas estimadas.
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En las estimaciones obtenidas para todas las escalas espaciales a
partir del ADNmt, los cambios demograficos mas notables ocurrieron
mas tempranamente que en los modelos construidos a partir de los
fechados absolutos. La curva BSP del NNqn exhibi6 un patrén similar
al regional, aunque con valores de poblacion femenina mas altos en el
Pleistoceno tardio, y valores similares durante el Holoceno Medio, lo
que indica un aumento demografico acelerado durante este periodo;
en ambas curvas no se observd crecimiento demografico durante el
Holoceno Tardio. Cabe destacar que se obtuvieron resultados simi-
lares cuando se repitio la curva utilizando secuencias de haplotipos
especificos para la region. Por otro lado, se detect6 que las curvas para
la escala regional, el NNgn y el NOPat, fueron mas similares entre si
que con la curva del cCh. Sin embargo, los IC de todos los BSP esti-
mados se superpusieron, lo que indicaria la existencia de diferencias
menores entre las estimaciones en diferentes escalas espaciales. Por el
contrario, la curva SPD del NNgn difiri6 de la tendencia presentada
por el NOPat y la region en su conjunto a lo largo de toda su tra-
yectoria. Estas diferencias se corresponden con la baja frecuencia de
ceramica y restos de agricultura en el registro arqueoldgico del NNqn,
probablemente debido al menor impacto de estas tecnologias en la
subsistencia de esta zona (Cobos, 2022).

La red molecular evidenci6 la existencia de elevados niveles de
flujo génico desde épocas tempranas entre las poblaciones de la re-
gion y, consecuentemente, una elevada diversidad de haplogrupos a
escala local. Este factor podria explicar la similitud en el patrén de
cambio demografico observado en las estimaciones basadas en ADN-
mt para estas tres escalas espaciales. Por lo tanto, los datos molecula-
res empleados en este trabajo no proporcionan estimaciones robustas
de cambios demograficos pasados para la escala local. Siguiendo este
razonamiento, la curva BSP del NNqn podria considerarse un reflejo
de la regional, inferida a partir de un submuestreo representativo de
la diversidad mitocondrial presente en la region en su conjunto. Se
concluye que las distribuciones temporales de frecuencias de fechados
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absolutos presentan una menor sensibilidad que el ADNmt para reali-
zar inferencias demograficas para periodos tempranos debido al efec-
to del sesgo tafonomico, pero son mas robustos para reconstrucciones
en escalas espaciales mas pequeiias debido a los elevados niveles de
flujo génico en la region. La incorporacion de muestras de ADNmt
antiguo y ADN nuclear en estimaciones demograficas es prometedo-
ra, ya que podria reducir el sesgo en el muestreo de la diversidad pre-
sente producto de la extincion de linajes locales luego de la llegada de
los europeos al continente. Finalmente, la ampliacién del numero de
fechados absolutos para region permitiria evaluar la robustez de los
resultados obtenidos en este trabajo.
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FACTORES INMUNOHISTOQUIMICOS
PRONOSTICOS PARA LAS RECIDIVAS
LOCALES EN LAS CIRUGIAS
CONSERVADORAS DEL CANCER DE MAMA

Diaz, Pablo Javier !

Introduccion

Dentro del control evolutivo post-tratamiento conservador del cancer
de mama se encuentra la posibilidad de la recidiva local, siendo en
general su diagndstico mas devastador o psicolégicamente dificil que
el diagndstico inicial de cancer de mama; este evento presenta una
incidencia que varia entre un 10-35 % y un 3-10 %, respondiendo a
diversos factores, que incluyen el subtipo molecular segun las diferen-
tes publicaciones.

El uso de factores predictivos permitiria delimitar el grupo de pa-
cientes con mayor riesgo de recaida y que se beneficiaria de un trata-
miento adyuvante. En 1896, George Beatson publico el primer estudio
al respecto y desde entonces ha sido enorme el esfuerzo por encontrar
los factores que puedan predecir su prondstico, convirtiéndose en uno
de los temas mas controversiales en esta enfermedad.

Un factor prondstico es concebido como una caracteristica que,
por si sola o en combinacién con otra, es capaz de dar informacién

1 Médico, Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Especialista Jerarquizado en
Ginecologia, Colegio de Médicos Prov. De Bs.As. II. Mast6logo, Sociedad Argentina de
Mastologia. Profesor de Citologia, Histologia y Embriologia en la Facultad de Ciencias
Meédicas (UNLP). Jefe del Servicio de Ginecologia del HZGA Dr. Eduardo Wilde.
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sobre la evolucidn clinica de un paciente. Su utilidad depende de una
serie de requisitos dentro de los cuales encontramos que su cuantifi-
cacion debe ser estandarizable y reproducible y a su vez debe tener
una buena capacidad de discriminacién pronostica.

Objetivos
General

Determinar la importancia de los factores inmunohistoquimicos en
la recidiva local del cancer de mama tratado de manera conservadora.

Especificos

o Seleccionar a las pacientes con estadios I y ITA tratadas con ciru-
gia conservadora y radioterapia, cargadas en el Registro de Can-
cer Mama de la Sociedad Argentina de Mastologia.

o Segregar (en base al pool de anterior) a las pacientes con y sin
recidiva.

o Caracterizar y comparar los grupos anteriores en relacion a la
edad, el estado menopausico y el perfil molecular.

o Determinar sila edad, el estado menopausico y el perfil molecu-
lar influyen como variables independientes en las recurrencias.

Hipatesis
Los valores de expresion de la inmunohistoquimica pueden pronosti-
car que pacientes tiene mds probabilidad de recidivar.

Material y método

Se realizara un estudio observacional analitico retrospectivo, toman-
do como base a las pacientes que han sido cargadas en el Registro
de Cancer de Mama de la Sociedad Argentina de Mastologia, previa
autorizacion de dicha entidad.
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Considerando que el total de las pacientes cargadas es cercano a
10.000, y el valor de las recidivas oscila en promedio en un 10%, se
prevé que el valor del nimero total de casos sera cercano a 1.000. El
universo de estudio estara comprendido por aquellas pacientes que
hayan sido intervenidas quirurgicamente con técnicas conservadoras
(presentando margenes libres, con tumores menores a 5 cm y realiza-
do la radioterapia correspondiente) y posteriormente presentado un
diagnostico citologico y/o histolégico de recidiva local.

Se confeccionara una base de datos con todas las variables a ana-
lizar en el programa Microsoft Office Excel, las cuales se clasificaran,
agruparan y representaran en tablas y graficos para el analisis de las
frecuencias absolutas y porcentuales. Posteriormente se hard una
aproximacion analitica entre las variables con herramientas de la es-
tadistica en relacion a investigaciones clinicas.

Criterios de exclusion:

o Margenes comprometidos segun anatomia patoldgica.
+ Estadios mayores a ITA (tumores mayores a 5 cm).

o No haber realizado radioterapia.

Las variables que se analizaran serdn las siguientes:

o Edad de la paciente.

o Estado menopausico.

« Tipo de cirugia mamaria.

o Estudio de los margenes.

o Realizacion de radioterapia.

o Estadio pTNM.

» Tipo Histoldgico del tumor.

» Tipo molecular del tumor.

o Valoracién cuali y cuantitativa de los receptores de estrogeno,
progesterona, her 2 neu y de proliferacion.
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Resultados

En base a los datos del Registro de Cancer de Mama de la Sociedad
Argentina de Mastologia, entre los aflos 1972 y 2017 (octubre), 6825
mujeres fueron diagnosticadas e intervenidas quirtrgicamente por un
carcinoma de mama en estadios I/ITA. El 82,4 % (5627) de ellas fue
sometida a una cirugia conservadora, a su vez a un 16,4 % (1118) se

le practico una mastectomia, mientras que el 1,2 % (80) restante no

aporto datos respecto del tipo de cirugia recibido. (Tabla 1) (Gréfico 1)

Del total de pacientes sometidas a una cirugia conservadora
(5627), €1 95,6 % (5380) presenté margenes libres de seccion; y de este
pool solo el 79,3 % (4268) realiz6 terapia radiante. (Tablas 2 y 3)

(6825)

PACIENTES CON CANCER DE MAMA E I/IIA
1972-2017 (Oct)

l

(5627)

PACIENTES CON CIRUGIA CONSERVADORA

|

l

Excluidas (2557)
- No conservadora—Sin datos (1198) -
-Mérgenes comprometidos - Sin datos (247) Incluidas
-No Radioterapia— Sin datos (1112) (4268)
Recidivaron
(237)

Excluidas (67) Local

-Adistancia (60) (170)

-Localy a distancia (7)

¥

GRUPOA

No recidivaron
(4031)
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Mastectomia 1118 16,4 %
Reseccidn Sectorial 5627 82,4 %
No Aporta Datos 80 1,2 %

TOTAL 6825 100 %

Tabla 1. Tipo de cirugia en pacientes con carcinoma mamaria en Estadios I/1IA

Compromiso Extensivo 29 0,5 %
Compromiso Focal 100 1,7 %
Libre 5380 95, 6%

No Aporta Datos 118 2,2%
TOTAL 5627 100 %

Tabla 2. Estudio de los mdrgenes de seccion de las pacientes tratadas de manera
conservadora

Si 4268 79,3 %

No 136 2,5 %

No Aporta Datos 976 18,2 %
Total 5380 100 %

Tabla 3. Pacientes con mdrgenes libres de seccién en cirugia conservadora
que recibieron radioterapia

En relacién a estas 4268 pacientes, es que se las dividié en aque-
llas que habian presentado recidiva y en aquellas que no. Dentro del
primer grupo se ubicé el 5,6 % de las pacientes, mientras que en el
segundo el 94, 4% restante (Tabla 4), las pacientes que presentaron
recidivas fueron sub-clasificadas en relacion al tipo, arrojando los si-
guientes resultados: un 25,4% (60) presentd recidiva a distancia, un
71,7% (170) local y un 2,9 % (7) local y distancia. (Tabla 5)
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Si 237 5,6 %
No 4031 94.4 %
Total 4268 100 %

Tabla 4. Valores de recidiva de pacientes que fueron sometidas a cirugia

conservadora, con mdrgenes libres y terapia radiante.

A Distancia 60 25.4 %
Local 170 71,7 %

Local y a Distancia 7 2.9 %
Total 237 100 %

Tabla 5. Tipo de recidivas en pacientes con reseccion parcial, mdrgenes libres
y radioterapia

Para presentar y sistematizar los datos obtenidos segtin las varia-
bles mencionadas en la metodologia, es que las pacientes objeto de
estudio fueron divididas en dos grupos, a saber:

GRUPO A: Pacientes que han realizado una cirugia conservadora
(con margenes de seccidn libres y la consiguiente radioterapia) y pre-
sentado una recidiva local.

GRUPO B: Pacientes que han realizado una cirugia conservadora
(con margenes de seccidn libres y la consiguiente radioterapia) y no
han presentado una recidiva local.

Respecto de las pacientes del Grupo A, estas han mostrado una
edad media de diagndstico inicial de 50,9, con una moda de 48 y una
mediana de 49 afos, siendo el rango etario de 27 a 81 aios. De las 170
pacientes totales el 49,4 % (84) presenté menopausia al momento del
diagnostico.

Los patrones histologicos mas frecuentes fueron el carcinoma duc-
tal invasor (77%), el lobulillar invasor (11.8%), seguido a las distancias
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con igual valor por los carcinomas mixto invasor y tubular invasor
(2,3% cada uno).
En relacidn a la clasificacion molecular, el 14,2% no pudo ser de-
terminada por falta de datos. Mientras tanto el 63,5% se comport6
como Luminal A/B, el 10,6% como Luminal B Her, el 8,8% como Tri-
ple Negativo, el 2,3 % como Her y el 0,6% como RE- RP+.
Los datos arrojados por las determinaciones inmunohistoquimi-
cas para este grupo fueron las siguientes.
o Receptor de Estrogenos: Fue negativo en el 26,5% (45) y positivo
en el 73,5%, con una media, mediana y moda de expresion del
60,06 %, 70 y 90 respectivamente.

o Receptor de Progesterona: Esta prueba resultdé negativa en el
31,8% (54) y positiva en el 68,2% (116) de los casos. En relacion
a los valores de expresion, estos fueron de 54,97 para la media,
40 para la mediana y 10 para la moda.

o Her 2-Neu: Los datos aunados de las técnicas de IHQ y FISH
para este receptor determinaron que el 43% de las pacientes eran
Her negativo y el 7% Her positivo, mientras que el 50% restante
no realizo la prueba.

o Marcador de Proliferacion: Esta variable no fue consignada en el

78,8% de las pacientes, y resulto ser bajo en el 8,2%, intermedio
en el 5,9% y alto en el 7,1%.

Las pacientes del Grupo B, han presentado una edad media de
diagndstico inicial de 58,06, con una moda de 60 y una mediana de 58
afios, siendo el rango etario de 24 a 91 afos. Dentro de ellas el 69,4 %
(2798) ha presentado un estado menopausico.

En orden decreciente, los cuatro diagnosticos anatomo-patolo-
gicos mas frecuentes fueron el carcinoma ductal invasor (69,4%), el
carcinoma lobulillar invasor (10,61%), el carcinoma invasor mixto
(3,9%) y el carcinoma invasor tubular (3,7%).

En relacion a la clasificacién molecular, el mayor porcentaje de los
carcinomas se comportd como Luminal A/B (65,9%), seguido de lejos
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Edad Media 50,9
Moda 48
Mediana 49
Rango 27 a8l
Menopausia Si 84 49,4 %
No 86 50,6 %
Tipo Invasor 1 0,6%
Histoldgico Apdcrino
Invasor 131 77%
Ductal
Invasor 20 11,8%
|_Lobular
Invasor 1 0,6%
Medular
Invasor 4 2,3%
Mixto
Invasor 3 1,8%
| Mucinoso
Otros 2 1,2%
Invasores
Invasor 2 1,2%
Papilar
Invasor 4 2,3%
|_Tubular
CDIS 2 1,2%
Clasificacion Luminal 108 63,5%
Molecular (A/B)
Luminal B 18 10,6%
[ Her
RE-/RP+/ 1 0,6%
Her-
HER 4 2,3%
TN 15 8,8%
Imposible 24 14,2%
determinar
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RP Negativo 54 31,8%
Positivo 116 68,2%
Porcentaje de Media 54.97%
Expresion
Mediana 40
Moda 10
RE Negativo 45 26,5%
Positivo 125 73,5%
Media 60,06
Mediana 70
Moda 90
HER (IHQ) Negativo 72 43,4%
Positivo 12 7%
No Realizd 85 50%
Incierto 1 0,6%
Confirmo por | SI 1 Positivos 0
FISH Negativos 1
NO 0
Ki-67 No realizaron 134 78,8%
Si Realizaron Bajo 14 8,2%
Intermedio | 10 5,9%
Alto 12 7,1%

Tabla 6. Perfil de las pacientes del Grupo A
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Edad Media 58,06
Moda 60
Mediana 58
Rango 24 - 91 afos

Menopausia Si 2798 69,4 %
No 1233 30.6 %

Tipo Invasivo Ductal 2978 73,87 %

Histologico Invasivo Lobular 428 10,61 %
Invasivo Escamoso 5 0.1
Invasivo Medular 30 0.7
Invasivo Mixto 159 3,9%
Invasivo Mucinoso 102 2.5
Invasivo Papilar 76 1.8
Invasivo Secretorio 2 0.04
Invasivo Tubular 150 3,7 %
Otros invasivos 40 1
Invasivo Adenoide 2 0.04
Invasivo Apocrino 11 0.3
Oculto 1 0.02
Paget 1 0.02
CLIS 5 0.12
CDIS 40 1
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Clasificacién | Luminal (A/B) 2659 65,9%
Molecular Luminal B- Her 194 4,8%
RE-/RP+ | Her - 37 0,9%
Her + 9 0,2%
Sin 14 0,3%
determinacion
para her
Her 2 89 2,3%
TN 225 5,7%
Imposible determinar 804 19,9%
por falta de alguna
determinacion
RP No realizaron 83 2%
Negativo 697 17,3 %
Positivo 3251 80,7 %
Porcentaje | Media 65.87 %
de
Expresion Mediona 759
Moda 100 %
RE No realizaron 80 2%
Negativo 462 11,5 %
Positivo 3489 86,5 %
Porcentaje Media 73%
de Mediana 90%
Expresion Moda 100%
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HER (IHQ) Negativo (descontados 2854 | 70,8 %
los que positivisaron con
FISH)
Positivo 257 6,4%
No Realizd 783 19,4%
Incierto 131 3,2%
Confirmo | SI | 97 | Positivos | 30 | 30:9%
por FISH Negativos | 67 | 691%
NO 34
HER (FISH 6 0,2%
directo o con
HIQ -) .
Ki-67 No realizaron 1996 49,5%
Si Realizaron Bajo 1173 29,1%
Intermedio 428 10,6%
Alto 434 10,8%

Tabla 7. Perfil de las Pacientes del Grupo B

por los triples negativos (5,7%), los Luminales B- Her (4,8%), los Her
2 (2,3%), y un pequeio grupo con RE- y RP+ (1.4%). Cabe aclarar
que un 19.9 % (804) del total del Grupo B no pudo ser clasificado
molecularmente dado que presentaban ausencia de alguna o todas las
determinaciones inmunohistoquimicas.
Analizando de manera separada las determinas inmunohistoqui-
micas, este grupo de pacientes presento las siguientes caracteristicas:
o Receptor de Estrégenos: Del total de pacientes de este grupo, solo
un 2% (80) no realiz6 su determinacion. Dentro del grupo res-
tante, el 11,5% (462) arroj6 un resultado negativo, y el 85,5 %
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(3489) uno positivo. Analizando cuantitativamente la expresion
positiva la media fue de 77,73%, con una mediana y una moda
de 90% y 100% respectivamente.

o Receptor de Progesterona: Para esta determinacién, hubo un
2,1% (83) que no realiz6 su estudio, un 17,2 % (697) que fue
negativo y un 80,7% (3251) positivo. Respecto de la expresion en
el ultimo grupo, la misma presento una media de 65,87%, una
mediana de 75% y una moda del 100%.

o Her2-Neu: Esta prueba no fue realiza por el 19,4% (783) de las
pacientes del Grupo B. Aunando los resultados de las determi-
naciones por IHQ y FISH, en el 72,5 % (2921) resulto ser negati-
vo, positivo en el 7,3% (293) e incierto en el 0,8% (34).

o Marcador de Proliferacion: Esta variable no fue estudiada en el
49,5% (1996) de las pacientes. Dentro de las que si lo realizaron,
hubo una marcacién de proliferacion baja en el 29,1 % (1173),
intermedia en el 10,6% (428) y alta en el 10,8% (434).

Los datos obtenidos de las recidivas en relacién al tumor primario
(Tabla 8 y 9), arrojaron que el intervalo, en afios, entre las mismas fue
de 6,23 para la media, 5 para la mediana y 4 para la moda, con un
rango que fue de menos de 1 a 23 afios. Asi mismo el 55, 3% (94) de
los casos tuvo lugar dentro de los primeros 5 afos.

Respecto de los datos que contintian, los mismos fueron obtenidos
de 143 pacientes, ya que los 27 restantes solo aportaron la fecha de
recidiva.

En el 73,4% (105) de los casos la histopatologia del tumor prima-
rio y la recidiva fue coincidente, mientras que la misma comparacion
respecto del perfil clasificatorio molecular arroj6 que solo hubo coin-
cidencia en el 42,7% (61).

A continuacion, se muestran los datos de los estudios inmunohis-
toquimicos por separado:

o Receptor de Estrégeno: Su expresion (tanto positiva como negati-

va) se mantuvo coincidente en el 81,8 % (117) de los casos.
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Afios entre tumor primario y Media 6.23 afos
recidiva
Mediana 5
Moda 4
Intervalo <1 afio - 23 afios
Coincidencia de la Anatomia SI 105 73.4 %
Patoléglca NO 38 26.6 %
Mantencion del mismo perfil SI 61 42.,7%
molecular
(RE, RP, HER2) NO 82 57,3 %
Coincidencia de RE SI 117 81,8 %
NO 26 18,2 %
Coincidencia de RP SI 104 72,2 %
NO 39 27,8%
Coincide HER-2 SI 81 56,6 %
NO 57 (solo 1 39,8 %
negativizo)
NO 5 3,6%
REALIZO
Coincide prolif SI 19 13,3%
NO 9 6,3 %
(Solo 1 subid)
NO 115 80,4 %
REALIZO

Tabla 8. Comparacién del tumor primario con la recidiva
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Tiempo libre de enfermedad Cantidad de pacientes

en anos
menor a 1 3
1 15
2 17
3 18
4 22
5 19
6 10
7 12
8 9
9 10
10 5
11 6
12 7
13 6
14 1
15 3
16 2
17 0
18 1
19 0
20 2
21 1
22 0
23 1

Tabla 9. Cantidad de recidivas segiin afios
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o Receptor de Progesterona: En este caso la coincidencia fue del
72,2% (104).

o Her2-Neu: Esta prueba fue concordante en poco mas de la mi-
tad de los casos, siendo su valor de 56,6% (81), cabe destacar que
dentro del 39,8 % (57) no coincidente el 98,3% (56) positivizd
su expresion.

o Marcador de Proliferacion: El mismo no fue realizado en el 80,4%
(115) de las pacientes, siendo coincidente en el 13,3% (19) y no
coincidente en el 6,3% (9).

Discusion

Actualmente, en aquellas pacientes que presentan estadios iniciales
de cancer de mama, la cirugfa conservadora (con evaluacion axilar y
radioterapia posterior) se presenta como el tratamiento de eleccion
(Veronesi et al., 2002; Botteri et al., 2010). Acorde con ello, en esta
serie, esta terapéutica represento el 82.4% de los casos.

En relacién a la incidencia de recidiva local luego de una ciru-
gia conservadora, en las distintas series publicadas, tanto nacionales
como internacionales, esta varia entre un 4,1% y 18,0% (Bernadello et
al., 1993; Nottage et al., 2006). Estos datos concuerdan con los obte-
nidos en la serie del presente trabajo, el cual establece la incidencia en
un 5,6% (Tabla 10).

Es variada la bibliografia que analiza la edad de la paciente como
un factor pronostico de las recidivas luego de una cirugia conserva-
dora (Bernadello et al., 1993; Nufez de Pierro et al., 2004; Gonzalez
Zimmermann, 2010; Arvold et al., 2011); en linea con estas, este tra-
bajo encontré que las pacientes que recidivaron fueron mas jovenes
que las que no, haciéndolo 8 afnos antes respecto de la media, 12 de la
de moda y 9 de mediana, promediando la edad de presentacion los 50
afios, siendo la edad mayor frecuencia los 48 afos (Grafico 2).

Cerca del 70% de las pacientes que no recidivaron eran postme-
nopausicas; como contrapartida, el 50,6% de las pacientes con recidi-
va eran premenopausicas (Grafico 3). Entendiendo, al igual que otras
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Cantidad de % de recidiva

pacientes
Mc Lean 1998 165 6,6
Gori 1988 78 7,5
Bernardello 1993 128 11,7
Nunez De Pierro 2004 1306 10
Barbera 2005 409 8
Zimmermann 2010 717 10,2
Vuoto 2012 830 10,5
Ghiraldo 2012 413 8,96
Barchuk 2014 1904 9,1
Locatelli 2016 450 6,2
Diaz (RCM - 2017 4268 5,6
SAMAS)

Tabla 10. Incidencia de recidiva local en series nacionales.
(Tomado y modificado de Locatelli)

m Con Recidiva  m SinRecidiva

58,06 60

58
I I 48 I 49 I

Media Moda Mediana

Edad de las pacientes con y sin recidiva

Grdfico 2

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.IT

77



m ConRecidiva  m Sin Recidiva

Premenopausia Postmenopausia

Relacién entre estado menopausico y recidiva

Grdfico 3
m Con Recidiva  m Sin Recidiva
77 738
118 10,6
. 23 39 23 37 L
Invasor Ductal Invasor Lobular Invasor Mixto Invasor Tubular Otros

Tipos histoldgicos seguin frecuencia en grupos con y sin recidiva

Grdfico 4

publicaciones, a la menopausia como un factor protector de la recidi-
va (Locatelli et al., 2018; Voogd et al., 1999; Wasif et al., 2010).

En acuerdo a lo concluido por Locatelli et al. (2018), Wasif et al.
(2010) y Vuoto et al. (2012), el tipo histologico del tumor no parece
ser un factor prondstico, ya que en ambos grupos estudiados el patrén
estadistico de presentacion fue el mismo, siendo el carcinoma ductal
invasor el, estadisticamente, mayor responsable de los tumores en la
poblacidn objeto de estudio (Grafico 4).
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De manera similar ocurrié respecto de los tipos moleculares; en
ambos grupos los tumores Luminales A/B representaron la gran ma-
yoria de los mismos. Este tumor fue seguido (a una distancia mayor
de 10 puntos promedio) en orden por el Luminal B-Her, para las pa-
cientes con recidiva y por el Triple Negativo, para las que no tuvieron
recidiva (Grafico 5). Por lo que se interpreta, en relacion a estos resul-
tados, que la clasificacion molecular como variable pronostica de re-
cidivas locales luego de una cirugia conservadora no seria de utilidad.
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Tipos moleculares segun frecuencia en grupos con vy sin recidiva

Grdfico 5

Este punto entra en conflicto con varias publicaciones que sos-
tienen que los tumores Her y Triple Negativos presentan una mayor
tasa de recaida que los tipos Luminales (Arrechea Irigoyen et al, 2011;
Yang et al., 2007; Spitale et al., 2009; Metzger-Filho et al., 2013; Sa-
lido Ferndndez et al., 2015). En contrapartida, las series nacionales
reportadas de manera separada en sesiones de la Sociedad Argentina
de Mastologia por Zimmermann (2010), Locatelli (2018) y Ghiraldo
(2012), apoyan la relacion inconexa del tipo molecular con las recidi-
vas, al igual que este trabajo.
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Analizando por separado las determinaciones inmunohistoquimi-
cas que se utilizan para la clasificacion molecular, vemos que el Re-
ceptor de Estrogenos muestra una mayor expresion cuanti-cualitativa
en el grupo sin recidivas; siendo en este grupo positivo en el 86,5%
con valores de expresion media de 77,73%, mediana del 90% y moda
del 100%; contra una positividad del 73,5% y expresiones con media
de 60,06%, mediana del 70% y moda del 90 % en las pacientes que si
recidivaron.

Comparativamente ocurrié lo mismo respecto de los Receptores
de Progesterona, pero con diferencias mas marcadas, siendo positivo
en el 68,2% en las pacientes con recidiva y en el 80,7% en las pacientes
sin segundo episodio, con media de expresion del 54,97 % y 65,87%,
mediana de expresion de 40% y 75% y modas de 10% y 100% respec-
tivamente (Grafico 6).

En relacién al Her 2 neu, su analisis merece mencionar que la can-
tidad de pacientes que no lo realizé su determinacion fue alto (19,4%
para el grupo A y 50% para el B). Pero en funcion de los datos de este
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trabajo su no expresion pareciera ser protectora de la recidiva, dado
que en el grupo sin recaida su valor negativo fue del 72,5% mientras
que en el grupo con segundo episodio fue negativo solo en el 43%.

En base a este analisis se puede conjeturar que los valores de ex-
presion maximos de los receptores tanto estrogénicos como progesta-
genos estan relacionados con una proteccion para las recaidas locales.
Tomando en cuenta las modas presentadas para ambas determina-
ciones, los valores de expresion del 100% serian un factor de buen
pronostico para las recaidas, mientras que valores cercanos o inferio-
res al 70 % para el receptor de estrégeno y cercanos al 40% para el de
progesterona serian prondsticos de una recidiva local. En linea con
estos resultados, es que este trabajo apoya la importancia pronostica
respecto de la controversia del receptor progestageno (Liu et al., 2009;
Palacios, 2012).

En referencia del analisis de los marcadores de proliferacion, estos
no pueden ser tomados en cuenta para la comparacion de los grupos,
ya que en las pacientes con recidiva no fue realizado en el 78,8% de
los casos.

Analizando ahora el comportamiento de las recidivas en relacion
al tumor primario, en esta serie se estableci6é que en promedio la reci-
diva se da a los 6.23 afios, siendo la mediana de 5 y la moda de 4 afios
(Grafico 7). Sabiendo que el tiempo libre de enfermedad es variable,
y habiéndose referido casos desde meses a 20 afios o mas (ocurriendo
la mayoria de ellas en los primeros 5 afios postcirugia) es que nues-
tro resultado encuadra con los de series nacionales e internacionales
(Tabla 9). (Zimmermann et al., 2010; Locatelli et al., 2018; Chu et al.,
1976; Hilsenbeck et al., 1998).

Centrandonos en la coincidencia o no de los aspectos histologi-
cos y moleculares, los datos demuestran que en la gran mayoria de
los casos se mantiene la misma anatomia patoldgica; cuestion que no
ocurre con el perfil molecular, dado que en el 57,3% de los casos este
cambia, principalmente a expensas de la positivizacion del Her 2 neu
(Grafico 8y 9).
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En relacion a esto, el grupo de trabajo de Palacios sostiene que
bajo el término recidiva local tienden a incluirse dos situaciones cli-
nicopatoldgicas diferentes: la verdadera recidiva local (RL) y el desa-
rrollo de un nuevo céncer primario (CP), siendo su diferenciacion de
gran trascendencia clinica. La distincién entre RL y CP se ha realizado
tradicionalmente atendiendo a criterios clinicos y morfologicos. Las
lesiones desarrolladas en el lugar de la intervencién previa, o cerca-
nas, con caracteristicas morfoldgicas similares han sido consideradas
como RL, mientras que las localizadas a distancia, o con caracteristi-
cas histopatoldgicas muy diferente, han sido consideradas CP. El ana-
lisis molecular permite un diagnostico diferencial mas preciso entre
RL y CP. Es asi que se ha sugerido que aproximadamente el 70% de
las lesiones que aparecen tras cirugia conservadora son verdaderas RL
y el restante 30% CP, valores muy disimiles de los reportados en este
trabajo (Palacios, 2012).

Para explicar que ocurre en las neoplasias que convierten sus re-
ceptores, hay varias hipdtesis, que incluyen a la heterogenicidad del
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tumor con clones negativos, a las alteraciones en la fraccién de cre-
cimiento, a las formas aberrantes del receptor y a influencia del tra-
tamiento hormonal adyuvante (Fernandez Parra y Bernet Veguéb,
2002).

Conclusion

La edad promedio de presentacion de las pacientes con recidivas lo-
cales, luego de una cirugia conservadora, es de 50 afios con una moda
de 48 afos.

Las pacientes con estado menopdusico presentaron menor nime-
ro d recidivas locales.

El tiempo libre de enfermedad presenta una mediana de 6.3 afos,
con una moda de 4.

El tipo histoldgico y molecular cualitativo de los tumores prima-
rios no son prondsticos de las recidivas locales, ya que estas variables
mostraron el mismo patrdn en las pacientes con y sin recidiva.

El analisis cuantitativo e individual de los receptores pueden brin-
dar informacion pronostica, principalmente el receptor de progeste-
rona, el cual cuando tiene menor valor de expresion se asocia a mayor
posibilidad de recidiva local (luego de una cirugia conservadora).
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EL ILION COMO ELEMENTO DIAGNOSTICO
PARA LA DETERMINACION DE SEXO

EN RESTOS OSEOS DE INDIVIDUOS
SUBADULTOS. APORTES A LA
ANTROPOLOGIA FORENSE

Garcia Mancuso, Rocio’

Introduccion

Desde el siglo XVIII, la antropologia y la medicina han tenido una
prolifica vinculacién que dio por resultado enormes avances en el de-
sarrollo de la antropologia bioldgica, o antropologia fisica como se
la llamo6 en sus origenes (Uberlaker, 2018). Esto llevo, a su vez, a un
enorme crecimiento de diversas ramas que involucran la osteologia
humana. Por un lado, la antropologia forense se consolidé aplicando
el conocimiento desarrollado desde la antropologia, la anatomia y las
ciencias médicas en la identificacion de personas recientemente falle-
cidas en un contexto legal; por otro, la paleoantropologia, que estudia
principalmente hominidos africanos en contextos paleontoldgicos, y
contribuye a la interpretacion de los procesos evolutivos que llevaron
a la aparicion de los humanos modernos; y también la bioarqueolo-
gia que trabaja sobre la reconstruccion de la dindmica de poblaciones
antiguas a partir del estudio de restos 6seos humanos en contextos
arqueoldgicos (White, Black y Folkens, 2012).

1 Licenciada en Antropologia y Dra. en Ciencias Naturales por la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP). Profesora de Citologia, Histologia y Embriologia en la
Facultad de Ciencias Médicas (UNLP). Investigadora Adjunta CONICET.
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La estimacion de la edad y la determinacién del sexo representan
los principales puntos de la reconstruccion del perfil bioldgico indi-
vidual. A su vez, al analizar el esqueleto de individuos que atn estan
transitando el proceso de crecimiento y desarrollo, se debe tener en
cuenta que pueden encontrarse una cantidad de indicadores, como la
erupcion dentaria o la fusion de epifisis, que permiten estimar la edad
bioldgica con bastante certeza, pero la determinacién del sexo puede
resultar mucho menos accesible.

Esto se debe a que los rasgos observados sobre esqueletos humanos
adultos que se han considerado de mayor relevancia para diagnosticar
el sexo son aquellos que se definen como caracteres sexuales secunda-
rios, es decir, caracteristicas fisicas no relacionadas con la reproduc-
cién pero que tiene diferencias entre los sexos, como la distribucion
del vello corporal y facial, la distribucion del tejido adiposo, el tono
de la voz, el indice cintura cadera, la fuerza muscular y robusticidad
esquelética. En el estudio de restos 6seos humanos este dimorfismo es
altamente diagnostico al observar coxales y craneo (Fig. 1) (Buikstra y
Ubelaker, 1994; Brothwell, 1981).

Figura 1. Diferencias sexuales en coxal y crdneo adulto.
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Sobre el crecimiento y la conformacion de la pelvis

En la especie humana (Homo sapiens sapiens) el crecimiento postna-
tal acontece en diferentes etapas y finaliza promediando la segunda
década de vida. Entre los 9 y 18 afos ocurre la etapa de empuje pu-
beral en la que hay una aceleracién y desaceleracion del crecimiento,
modificaciones en la composicién corporal, desarrollo de las génadas,
organos de la reproduccion y caracteres sexuales secundarios (Came-
ron, 2002).

La pelvis esta considerada como la estructura del esqueleto que
ofrece informacién mas fiable para la determinacién del sexo en adul-
tos. Su importancia diagnodstica radica en que la pelvis femenina tiene
una primordial importancia durante la gestacién y el alumbramiento,
por lo cual, es probable que sus caracteristicas hayan evolucionado
con nuestra especie. La pelvis humana permite tanto el desplazamien-
to bipedo, como el desarrollo de un canal de parto apropiado para
la expulsién de un recién nacido portador de un cerebro particular-
mente grande en comparacion con otras especies de primates (Leakey,
2000; Huseynov et al., 2016).

La pelvis esta constituida por el hueso sacro, el coxis y los coxales.
El hueso coxal es particularmente dimorfico y se forma a partir de 3
centros de osificacion primarios y 5 secundarios. Ilion, isquion y pu-
bis, constituyen los centros de osificacion primarios que se unen en el
acetabulo por medio del cartilago triradiado completando su fusion
y la configuracién definitiva del coxal entre los 11 y 17 afios (Scheuer
y Black, 2000).

Durante la etapa infantil, la adquisiciéon progresiva de la postura
erecta y la locomocion bipeda son responsables de importantes cam-
bios morfoestructurales (Volpato, 2008). Por su morfologia, preserva-
cién y temprano desarrollo el ilion es el elemento que mayor atencion
ha recibido respecto de la manifestacién de dimorfismo sexual en eta-
pas tempranas de la ontogenia (Garcia Mancuso et al., 2018).
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Sobre las hormonas sexuales y su impacto en diferentes
momentos del desarrollo

Aunque el sexo genético queda determinado en el momento de la
fecundacion, las caracteristicas fenotipicas macroscopicas solo se-
ran observables a la 7ma semana del desarrollo embrionario (Gomez
Dumm, 2003). En términos generales, las génadas pasan por un esta-
dio indiferenciado en el que las gametas migran hacia los primordios
gonadales (Fig. 2), luego se diferencian los cordones que definiran la
estructura de las génadas diferenciadas y el sistema de conductos; mas
tarde se diferenciaran los genitales externos y, en la pubertad, ocurre
el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y el alcance de la
madurez sexual.
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Figura 2. Corte transversal de la cresta urogenital a la 5ta semana.
Las flechas indican el movimiento de los gonocitos hacia la cresta genital.
(reproducido de Gémez Dumm, 2003).

En la pubertad ocurre la activacion del eje hipotalamo-hipofisa-
rio-gonadal, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y la
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maduracién de la funciéon reproductiva. La GnRH hipotalamica esti-
mula la secrecién de FSH y LH en hipdfisis anterior, que estimulan a
las gonadas (ovarios y testiculos) para la produccién de gametas (ovo-
citos y espermatozoides) y de hormonas sexuales. Estas hormonas se
liberan a la sangre y llegan a todo el organismo donde tienen multiples
efectos sobre el aparato reproductor e inducen el desarrollo de los ca-
racteres sexuales secundarios que son los principales responsables del
dimorfismo sexual de nuestra especie.

Actualmente, a su vez, se reconocen otros dos periodos de activa-
cion del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, uno durante el periodo
fetal, que coincide con los primeros estadios de diferenciacion de foli-
culos y tubulos seminiferos, y otro en los primeros 3-6 meses de vida
(Lanciotti et al., 2018).

Dado que las hormonas esteroideas atraviesan la barrera placen-
taria, las hormonas maternas influyen en el proceso de desarrollo. Es
por este motivo que el fenotipo femenino es considerado el fenotipo
basal, pero en cambio, el fenotipo masculino solo se diferencia con
presencia del gen Sry (factor de determinacion testicular) y de sustan-
cias producidas por los testiculos, especificamente por sus células de
Leydig y de Sertoli (Carlson, 2019). La secrecién de testosterona por
las células de Leydig alcanza un pico de concentracion entre las se-
manas 11y 14 de gestaciéon que conducira a la masculinizacién de los
genitales. Luego, entre 1 y 3 meses después del nacimiento, hay otro
pico de testosterona que inmediatamente declina y se mantiene bajo
hasta el empuje puberal; este evento se conoce como mini-pubertad y
parece ser fundamental en el desarrollo de los 6rganos reproductores
masculinos aunque no esta tan claro cudl es el impacto en la funcién
reproductiva en ninas (Lanciotti ef al., 2018).

Sobre la base de esta informacion, la presente investigacion propo-
ne conocer si es posible determinar el sexo a partir de del analisis de
indicadores morfoldgicos y morfométricos presentes en restos esque-
letizados de individuos fetales e infantiles.
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Hipatesis
HO: las diferencias morfoldgicas en el esqueleto se desarrollan como
caracteres sexuales secundarios por lo cual no es posible encontrar
diferencias en individuos que adn no atravesaron la pubertad.

H1: dado que existe secrecion de hormonas sexuales desde etapas
tempranas del desarrollo, es posible que se observe dimorfismo sexual
en el esqueleto de individuos fetales e infantiles.

Objetivos
Objetivo general

Definir la factibilidad de determinar sexo en restos dseos de indivi-
duos documentados en un rango de edad entre 20 semanas de gesta-
cién y 6 meses posteriores al nacimiento, con el proposito de aplicar
dichas determinaciones a restos esqueletizados de individuos y/o po-
blaciones no documentadas.

Objetivos especificos

o Registrar variables métricas en ilion de esqueletos inmaduros.
o Analizar el grado de confiabilidad dichas variables como estima-
dores dimdrficos.

Materiales y métodos

La muestra analizada pertenece a la Colecciéon Osteoldgica Prof. Dr.
Romulo Lambre que se encuentra depositada en la Facultad de Cien-
cias Médicas (FCM) de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

La Coleccién Lambre es una coleccidn osteologica documentada,
y cuenta con informacion de sexo, edad y fecha de fallecimiento de
cada uno de los esqueletos que la conforman, lo que permite realizar
investigaciones que integren las caracteristicas esqueléticas con infor-
macién referente a los individuos en vida (Plischuk et al., 2020). La
Coleccion Lambre comenzd su constitucion hacia 2005 a partir de
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acuerdos periodicos (2005, 2012) entre la Facultad de Ciencias Mé-
dicas (FCM), la Facultad de Ciencias Naturales y el Museo (FCNyM)
y el Cementerio Municipal La Plata (CMLP). Los restos que se en-
cuentran depositados en la coleccion pertenecen a cadaveres no recla-
mados por familiares cuyo destino era la disposicion final en osario
comun y son cedidos por el CMLP a la FCM, con el objetivo de utili-
zarlos en tareas de investigacion y enseflanza (Ordenanza Municipal
9471/02) (Plischuk et al., 2020; Salceda et al., 2012).

Los estandares referidos al manejo de estos restos fueron evalua-
dos por el Comité de Bioética de la FCM, UNLP (COBIMED Exp.
800-6213812/12), considerando a su vez la “Declaracion de la Aso-
ciacién de Antropologia Bioldgica Argentina en Relacion con la Etica
del Estudio de Restos Humanos” (AABA, 2007) y el “Cédigo Deon-
tologico para el estudio, conservacion y gestion de restos humanos
de poblaciones del pasado” (Aranda, Barrientos y Del Papa, 2014),
y se garantizo un trato digno y respetuoso a los restos a través de un
correcto manejo y preservacion (Garcia- Mancuso et al., 2019). Sobre
un total de 157 individuos subadultos se seleccion6 una muestra de
restos 0seos de fetos e infantes. Fueron excluidos aquellos que no con-
taban con informacién documental asociada, aquellos cuyos restos
se encontraban extremadamente incompletos y/o deteriorados y tam-
bién los que tenian evidencia de patologias notables sobre esqueleto
o dientes.

Se tomd la decision metodoldgica de estandarizar la edad en se-
manas de gestacion. Esta estandarizacion de edad cronoldgica parte
de definir a priori dos conceptos bésicos: a) concebir al afio calendario
como equivalente a 52 semanas y b) establecer como fecha de naci-
miento a la semana 40 de la gestacion (Fig. 3).
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Figura 3. Comparacion de edades estandarizadas en semanas utilizadas en este
trabajo y edades cronoldgicas convencionales.

Dado que los individuos fetales no cuentan con edad cronolégica
documentada se decidi6 definir la edad como promedio de las edades
estimadas a partir de la longitud de los huesos largos calculadas sobre
los modelos de regresiéon construidos a partir de las referencias de
Fazekas y Kosa (1978) para individuos fetales y las de Maresh (1970)
para postnatales. La edad constituye la variable dependiente a ser es-
timada (en semanas) por la variable independiente Longitud (expre-
sada en milimetros). Para himero, radio, ulna, fémur o tibia la edad
se calcula como Edad = cte x e ®"or¢9)_Para la estimacion de la edad
a partir de la longitud diafisaria de fibula Edad = cte + b1 * Longitud
+ b2 * Longitud"2. Los coeficientes de regresion cte, bl y b2 son pa-
rametros estimados de los datos de las referencias que se encuentran
resumidos en la Tabla 1. El nimero e es una constante matematica (e:
2,718281828...) (Garcia- Mancuso, 2013).

Variable dependiente: Resumen del
Parametros estimados
Edad en semanas modelo

Variable independiente: Ecuacién R? Constante bl b2
Longitud de Himero Exponencial ,987 11,782 ,019 ~
Longitud de Radio Exponencial ,957 8,314 ,029 ~
Longitud de Ulna Exponencial ,981 9,324 ,025 ~
Longitud de Fémur Exponencial ,982 15,570 ,013 ~
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Longitud de Tibia Exponencial 981 13,369 ,017

Longitud de Fibula Cuadratica ,981 9,417 ,167

,006

Tabla 1. Modelos de regresion para la estimacion de la edad.

La muestra de trabajo quedé conformada por 60 individuos con
informacién de sexo documentada y con edades estimadas en el
periodo comprendido entre 27 y 61 semanas (Tabla 2). A su vez, la
muestra fue dividida en dos grupos definidos como A y B. El grupo A
incluye individuos fetales con edades de entre 27 y 40,9 semanas y el B
individuos con edades postnatales de entre 41 y 61 semanas.

Edad en semanas
Sexo N Media Minimo Maximo
F 14 34,0 27,2 40,8
Grupos de A M |19 35,7 29,6 40,8
edad F |14 46,4 41,5 56,2
B M 13 48,3 41,6 61,0
Tofal F 28 40,2 27,2 56,2
M 32 40,8 29,6 61,0

Tabla 2. Composicién de la muestra.

Para comprobar la existencia de diferencias dimorficas se anali-
z6 el hueso iliaco y su escotadura cidtica (Fig. 4). En el hueso iliaco
en general se relevaron la longitud y ancho de ilion segun la técnica
aconsejada por Fazekas y Kosa (1978) con un calibre digital Mituto-
yo (precision 0,01 mm). El analisis del area de la escotadura ciatica
se realizo sobre imdgenes fotograficas a través de la utilizaciéon de un
programa analizador de imagenes. Para ello se tomaron fotografias
del ilion izquierdo en vista ventral, sélo en el caso en que éste no se
encontrara o que estuviera muy deteriorado se tomo el derecho. La
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toma de las imagenes fue estandarizada por el uso de una cimara Lu-
mix de Panasonic con zoom 6ptico 6x, a 15 cm. de distancia sobre
fondo negro, con una escala milimetrada que permitiera estandarizar
el tamano de las imagenes y las medidas relevadas sobre las mismas
(Gonzélez, 2008; Blake, 2011).

Sobre la imagen digital se relevo el drea de la escotadura ciatica
mayor mediante la utilizaciéon del programa Image Pro-Plus 7 que
ofrece herramientas de captura y andlisis de imagenes. A través del
uso de este programa se cred una escala para cada fotografia y se to-
maron las medidas y angulos descritos a continuacién utilizando las
herramientas correspondientes. Las medidas fueron almacenadas en
una hoja de célculo para su posterior analisis.

A partir de la combinacién de las medidas amplitud y profundidad
se calculo el indice de la escotadura utilizado por otros autores (Fazekas
y Kosa, 1978; Boucher, 1957; Schutkowski, 1987) y se estimaron otros
nuevoscombinandolainformaciénaportadaporlasvariablesrelevadas.

Rasgos métricos de hueso iliaco relevados con calibre
digital
Longitud: distancia medida entre las espinas superiores ante-
rior y posterior (Fazekas y Kosa, 1978)
Ancho: distancia medida entre el punto medio de la curvatura
de la cresta iliaca y el limite del ilion que forma la unién aceta-
bular (Ibid.).
Rasgos métricos de escotadura ciatica mayor relevados
sobre imagenes fotograficas

Amplitud: la mayor distancia entre el extremo anterior y poste-
rior de la escotadura ciatica (Vlak, Roksandic y Schillaci, 2008).
Profundidad: la mayor profundidad de la escotadura medida
de manera perpendicular a la recta trazada en la medicion de
la amplitud (Ibid.).
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Distancia: ubicacién de la mayor profundidad (midiendo sobre
la misma recta de la amplitud) la distancia desde la carilla auri-
cular hacia el punto donde interseca con la mayor profundidad
de la escotadura.

Angulo: tomando como vértice el punto de la mayor
profundidad sobre el borde de la escotadura y trazando las
tangentes sobre los bordes anterior y posterior de la escotadura
descriptores de la apertura del angulo (Ibid.).

Indices

Indice ilfaco: ancho / longitud (Schutkowski, 1987)

Indice de la escotadura: amplitud / profundidad (Boucher, 1957).
Indice D/P: distancia a la mayor profundidad / profundidad
Indice D/A: distancia a la mayor profundidad / amplitud

Indice D/ancho: distancia a la mayor profundidad / ancho ilfaco

Carilla
. auricular

Figura 4. Ilion derecho en vista ventral con las medidas relevadas.

A: amplitud; B: profundidad; C: distancia; D: dngulo; E: ancho; F: longitud.
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Con el objeto de conocer si existen diferencias dimoérficas en las
variables consideradas, se realizd la prueba de ANOVA de un factor
(en este caso: sexo conocido) analizando las diferentes variables para
la muestra agrupada y luego por grupos de edad.

Finalmente, se realizd un andlisis discriminante para establecer
cuales variables permiten diferenciar los sexos y cuantas de esas va-
riables son necesarias para alcanzar una mejor estimacion. El analisis
discriminante es una técnica multivariada capaz de aprovechar las re-
laciones existentes entre un gran numero de variables para maximizar
la capacidad de discriminacién entre dos o mas grupos. Esta técnica
ayuda a identificar las caracteristicas que diferencian (discriminan)
los grupos y a crear una funcion capaz de distinguirlos con la mayor
precision posible.

Para el analisis discriminante se utiliza una variable dependiente,
que en este caso es el sexo, conocido a partir de la informacién docu-
mental que acompaiia la muestra, y un conjunto de variables indepen-
dientes o variables de clasificacion que presenten diferencias significa-
tivas entre los grupos y que en este caso seran aquellas relevadas sobre
el ilion y su escotadura ciatica.

El proposito de este analisis es crear una funcién discriminante
(D) con capacidad de diferenciar los grupos, logrando que los suje-
tos de un grupo consigan puntuaciones maximas, y los del otro, pun-
tuaciones minimas. Los puntos medios de cada grupo se denominan
centroides.

Una ventaja de la funcién discriminante es que reduce la dimen-
sionalidad de las variables independientes en una combinacioén lineal
D, donde los grupos se diferencian al maximo. A partir de esta funcion
se calculan las puntuaciones discriminantes, entendidas como aquellas
puntuaciones que se asignan a los sujetos a partir de la funcién D y
que permiten realizar la clasificacion de los mismos.
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Resultados

La prueba ANOVA de un factor (sexo) aplicada a toda la muestra no
arrojo diferencias significativas para ninguna de las variables absolu-

tas ni indices. Sin embargo, aplicada a grupos de edad A y B mostré

diferencias significativas para Indice iliaco en el grupo A (gl = 1; F =

4,408; P = 0,045) y para cinco de las diez variables analizadas en el
grupo B (Tabla 2).

Suma de Cuadrados
cuadrados | gl medios F P
Entre grupos 45,832 1 45,832 5,257 | ,031*
Lon‘gftud de Dentro de 209223 24 8718
ilion grupos
Total 255,055 25
Entre grupos 1,465 1 1,465 6,161 | ,020*
Profundidad Dentro de
de la escota- Upos 5,944 25 ,238
dura srup
Total 7,409 26
Entre grupos 140,321 1 140,321 4,921 | ,036*
Angulo dela Dentro de 712,926 25 28,517
escotadura grupos
Total 853,248 26
Entre grupos 1,830 1 1,830 8,498 | ,007*
Indice de la Dentro de 5,383 25 215
escotadura grupos
Total 7,213 26
Entre grupos ,714 1 714 6,308 | ,019*
indice D/P Dentro de 2,831 25 113
grupos
Total 3,545 26
* diferencias significativas
Tabla 2. Diferencias sexuales en variables ilion en el grupo B.
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El analisis discriminante se realiz6 solo sobre los individuos per-
tenecientes al grupo B, ya que fue el grupo en el cual se encontraron
mayor nimero de variables con diferencias significativas entre sexos:
longitud del ilion, profundidad de la escotadura, angulo de la escota-
dura ciatica mayor y el indice de D/P.

Se utiliz6 el método de inclusion por pasos y se obtuvieron las pun-
tuaciones discriminantes a partir del mismo. Finalmente, se aplicé el
método de validacién cruzada dejando uno afuera con el fin de com-
probar la capacidad predictiva de la funcién. En la validacién cruzada
cada caso es clasificado a partir de la funcion calculada sobre todos
los casos en analisis.

Se procesaron un total de 26 casos (uno fue excluido por presentar
un valor perdido) quedando la muestra conformada por 13 indivi-
duos de sexo femenino y 13 de sexo masculino.

El método de inclusion por pasos introdujo sélo dos variables en
el modelo, el Indice de la escotadura en el primer paso y la Longitud
del ilion en el segundo. El resto de las variables no aportaron nueva
informacion para la discriminacion por lo que fueron excluidas.

Se obtuvo una correlacion candnica (correlacion entre las puntua-
ciones discriminantes y la variable dicotomica ‘sexo’) de 0,631 indica-
tiva que las variables seleccionadas permiten diferenciar grupos. Ade-
mas, los resultados del estadistico Lambda de Wilks: 0,601, y su valor
transformado Chi-cuadrado: 12,205 (gl = 1; P = 0,002) permiten re-
chazar la hipdtesis nula de que no existe dimorfismo sexual y que los
sexos tienen promedios iguales para las variables discriminantes. Los
coeficientes estandarizados (independientes de la métrica original de
las variables analizadas) indican que la variable Indice de la escotadura
tiene mayor importancia que la Longitud de ilion a la hora de predecir
el sexo de un individuo.

La funcién discriminante para la estimacion de sexo en la muestra
analizada es: - 0,915 + 1,976 * indice de la escotadura - 0,227 * longitud
del ilion, donde las variables estan relevadas en milimetros.
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El punto de corte fue establecido como el punto equidistante entre
los centroides para ambos grupos, con un valor de -0,058, correspon-
diendo las puntuaciones discriminantes de signo positivo al sexo fe-
menino y las de signo negativo al sexo masculino (Fig. 5).

Los resultados de la validaciéon cruzada indican que el sexo de los
individuos fue correctamente clasificado en el 78% de los casos.
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Figura 5. Distribucion de las puntuaciones discriminantes por sexo.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar que existe
dimorfismo sexual en el esqueleto desde etapas tempranas del desa-
rrollo. A su vez, se corrobord que pueden hallarse diferencias estadis-
ticamente significativas entre los sexos en variables métricas relevadas
en ilion fetal e infantil, y que esas diferencias se hacen manifiestas
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al final del periodo gestacional. Finalmente, este trabajo demuestra
la importancia de la investigacion sobre colecciones osteologicas de
referencia para su potencial aplicacion de sus resultados en muestras
arqueologicas y casos forenses.
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CICATRIZACION Y
REGENERACION CELULAR

Propuesta de un nuevo tratamiento para
lesiones dérmicas cronicas

Garcia, Marcela N.!

Introduccién
Reparacion tisular y células madre

La reparacion tisular puede tener lugar mediante dos mecanismos di-
ferentes:

1. Cicatrizacion: Es la reparaciéon de una herida con tejido fibroso,
mediante un proceso biolégico complejo, resultado del movimiento,
division y sintesis proteica celular. Genera un producto final de tejido
no funcional denominado cicatriz.

2. Regeneracion: Es el proceso de reparar tejidos u érganos danados
por tejido noble funcional. En este proceso se recupera la estructura y
funcién de los tejidos u 6rganos dafiados.

La medicina regenerativa o reparativa, que muchas veces se deno-
mina también terapia celular, utiliza las “Células madre” (CM) para
regenerar los tejidos.

Las CM, para ser consideradas como tal, deben presentar ciertas
caracteristicas:

1 Profesora en la catedra de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata.
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o Diferenciacién: la capacidad de convertirse en distintos tipos
de células especializadas en diversas funciones.

o Auto-renovacion: la capacidad de crear nuevas células madre.

o Proliferacion: la capacidad de dividirse indefinidamente.

Segun su origen las CM se clasifican en:

o Embrionarias: se obtienen a partir de la moérula (células totipo-
tentes) o del macizo celular interno o embrioblasto del blastocis-
to (células pluripotentes).

o Adultas: son las que estan alojadas en el organismo de recién na-
cidos, nifos y adultos. Son mas limitadas y especializadas que
las embrionarias, inicialmente se las denomino multipotentes
aunque hoy se consideran pluripotentes (Bargues et al., 2011).

Dentro de las CM adultas tenemos 3 grandes grupos:

Las CM hematopoyéticas (CMH), que pueden obtenerse de la mé-
dula 6sea y de sangre periférica o de los vasos sanguineos del cordon
umbilical. Son multipotentes, pueden generar todos los linajes san-
guineos. Al ser trasplantadas pueden reconstituir el sistema hemato-
poyético: Esta terapia ya esta aprobada y se denomina “Trasplante de
médula 6sea”

Las CM mesenquimales derivadas de pluripotentes (CMM-DP) o
pluripotentes inducidas (CMP1i o iPS por sus siglas en inglés), son CM
obtenidas en el laboratorio celular a partir de una célula no pluripo-
tente, por ejemplo un fibroblasto, mediante un proceso de des-dife-
renciacion. Solo pueden ser utilizadas para investigacion ya que para
su obtencion se les incorpora un virus (Luzzani et al., 2015).

Finalmente, las CM mesenquimales (CMM), quienes tienen la ca-
pacidad de reparar, restablecer, reemplazar y regenerar células y teji-
dos. Son las CM utilizadas en medicina regenerativa.
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Células madre mesenquimales (CMM)

Las CMM se obtienen habitualmente de tres fuentes principales: la

médula dsea (el primer sitio utilizado), el tejido adiposo (mediante un

procedimiento de liposuccion) y la gelatina de Wharton del cordén
umbilical (CMMcu).
Para la caracterizacion de las CMM se consideran varias cualidades:

o Mas del 95% de la poblacién celular debe expresar los antigenos
especificos de superficie o CD (cluster of differentiation en inglés):
CD105, CD73 y CD90, pero no deben expresar: CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA de clase II.

o Deben adherirse al plastico cuando se mantienen en condiciones
normales de cultivo.

o Deben ser capaces de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y
condroblastos bajo condiciones estandares de diferenciacion in vi-
tro. Por trans-diferenciaciéon pueden originar otros tipos celulares,
como células epiteliales de diferente origen embrioldgico (entero-
citos) e incluso a neuronas. (Araujo Farias et al., 2018; Dylan et al,,
2016; Linard et al., 2018).

Células madre mesenquimales derivadas de codon
umbilical (CMMcu)

Las CMMcu se identifican por la expresion conjunta de CD90+,
CD73+, CD105+, CD166+, CD172alfa+, CD171+ y la ausencia de
CD11b-, CD14-, CD19-, CD34-, CD45-, CD79a, CD309-. Su utiliza-
cion clinica no presenta las objeciones éticas de las CM embrionarias
al provenir de cordones umbilicales que habitualmente son descarta-
dos en los partos, por lo que son facilmente obtenidas sin el trauma
que involucra el método de obtencion de CMM a partir de la medula
Osea 0 a partir de una liposuccién. Ademds, en bajos pasajes no son
tumorigénicas. Son la poblacién de CMM con mayor capacidad de
inmunomodulacién local gracias a la expresion de puntos de control
inmunitarios o Inmuno-checkpoints, en particular el HLA-G (Dah-
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Ching Ding et al., 2015, Naji et al., 2013, Zhang et al., 2020, Palma et
al., 2021).

El HLA-G es una molécula HLA (Human Leukocyte Antigen)
también denominado complejo mayor de histocompatibilidad tipo I
no clasico G. Los HLA clasicos son diferentes para cada individuo
y son los responsables del rechazo en los trasplantes de 6rganos. El
HLA-G es expresado naturalmente por las células del trofoblasto para
la induccién de la tolerancia materno-fetal durante el embarazo. Es un
importante inmuno-checkpoint, modulador de la respuesta inmune
local. Para ejercer su accién puede unirse a varios receptores de mem-
brana, aunque los dos principales son el ILT2 y el ILT4. EI ILT2 se en-
cuentra en la superficie de la mayoria de las células inmunes (mono-
citos/macroéfagos, células dendriticas, linfocitos B, una sub-poblacion
de los linfocitos T y células NK) y el ILT4 se presenta en neutrofilos y
células mieloides. Estos receptores se encuentran, entonces, en la casi
totalidad de las células inmunes, produciendo una inhibicién gene-
ralizada en la respuesta inmune local (Carosella et al., 2008 y 2015;
Selmani et al., 2009, Wu et al., 2016, Zhang et al., 2015).

Presentacion de un desafio problema: Encontrar una
solucion efectiva para la resolucion de las ulceras venosas
cronicas (UVC).

Objetivos
Objetivo general

Obtener un tratamiento para la regeneracion de los tejidos involucra-
dos en las UVC resistentes a los tratamientos convencionales.

Objetivo especifico

Desarrollar una linea celular (obtenida de CMMcu), que pueda ser
utilizada alogenicamente para la regeneracion de los tejidos danados
y recuperacion de las funciones de la piel.
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Hipotesis de trabajo

La aplicacion alogenica de esta linea celular en la UVC resistente in-
ducird la regeneracion de los tejidos dafiados, sin que ocurran fené-
menos inmunoldgicos de rechazo celular.

+Qué es una UVC?

Es la pérdida de tejido que se produce en forma accidental o espon-
tanea y que no cicatriza en un periodo de 15 dias luego de corregido
el factor externo que la produjo. Generalmente la causa inicial es una
insuficiencia venosa cronica, que lleva a la hipertensién venosa, con
trastornos tréficos y edema, que termina con la formacion de una le-
sién dérmica ulcerativa o UVC. Es una de las complicaciones mas co-
munes en la diabetes aunque también puede ser generada por factores
adquiridos tales como sedentarismo y obesidad (Eming et al., 2017;
Bonkemeyer et al., 2019; Meulendjiks et al., 2019). Imagen I.

Imagen I: fotografias tomadas de dos pacientes con UVC
en sus miembros inferiores.

Actualmente existen varios tratamientos aprobados para su cura-
cién, como los vendajes elastocompresivos, la bota de Unna, el injerto
de piel, los apositos hidrocoloides y la cirugia de varices. Sin embar-
go, ninguno ha demostrado una alta eficacia. A partir del andlisis de
la zona lesionada hemos observado que la causa de la falla de estos
tratamientos es la falta de vitalidad del tejido circundante, por lo que
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consideramos que la mejor respuesta a este tipo de problemas es la
Medicina regenerativa o terapia celular. De hecho, varias publicacio-
nes previas han mostrado la utilizacion de CMM autdlogas (o sea ob-
tenidas del propio individuo) de médula dsea y de tejido adiposo para
el tratamiento de estas lesiones. Los resultados obtenidos han sido sa-
tisfactorios, sin embargo, existen ciertas limitaciones como el tiempo
que lleva obtener un gran numero de células, los métodos traumaticos
de extraccion y las complicaciones asociadas (riesgo asociado de in-
feccion por ejemplo) (Bargues et al., 2011; Aratjo Farias et al., 2018;
Dylan et al., 2016; Linard et al., 2018; Mastowski et al., 2020).

Todos estos antecedentes nos llevaron a desarrollar una linea ce-
lular (estable y segura), derivada de CMMcu, para el tratamiento de
lesiones dérmicas cronicas (ulcerativas) mediante un procedimiento
de trasplante alogénico: a esta poblacion la denominamos células me-
senquimales derivadas (CMD).

Materiales y Métodos
Obtencion y caracterizacion de las CMD

Las CMM son aisladas de la gelatina de Wharton de cordones umbi-
licales humanos, descartados luego de los partos. Estos cordones son
transportados para su procesado en el laboratorio de cultivo celular.
Alli son cortados en pequefos fragmentos y colocados sobre una pla-
ca de cultivo. Las células comienzan a crecer a partir del 10mo dia.

La caracterizacion de las CMD se realiza mediante la técnica
de citometria de flujo para la marcacién de antigenos de superficie
(CD44+, CD73+, CD29+, CD105+, CD90+, HLA-G+, HLA-DR-).
Grafico L.
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Grdfico I: Las células dieron positivo para CD44, CD73, CD29, CD105, CD90 y
HLA-G y negativo para HLA-DR-.

Luego se realiza el ensayo de multipotencia para confirmar el po-
tencial de diferenciacion celular de las CMD a los 3 linajes caracteris-
ticos. Se utilizé el kit de adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis
StemPro (Life Technologies). Imagen II.

Imagen II: al M/O se observan los tres linajes obtenidos: a-adiposo,
b-cartilaginoso y c-6seo.

Se realiza también el analisis de las CMMcu cultivadas mediante
RT-PCR para confirmar la expresiéon del HLA-G (expresion indispen-
sable para su utilizacion alogenica). Los cebadores especificos que se
utilizaron detectan todas las isoformas conocidas de HLA-G: 257 Fw/
526 Rv (Tronik-Le Roux et al., 2017). Grafico II.
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Grdfico Il: R1-PCR de DMC aisladas de 7 cordones umbilicales. Se observan las
bandas correspondientes a la expresion de HLA-G. Primers 257Fw/526Rv.

Resultados
Test de capacidad de inmunomodulacién

Para esto, se evalua la inhibicién de la proliferaciéon de linfocitos ex
vivo. Se realiza el co-cultivo de las PBMCs (Peripheral blood mono-
nuclear cells, por sus siglas en inglés), principalmente linfocitos y
monocitos de sangre periférica, con las DMC. Los ciclos celulares de
proliferacion de los linfocitos son analizados mediante citometria de
flujo y se observd que la presencia de las CMD inhibe la proliferacion
de los linfocitos activados, confirmando su efecto inmunosupresor.

1. Normal proliferation cycles of activated

g / PEMC
e B Ty g L ™y 2. Inhibition of proliferation cycles of
o 1w 10° w o1 oo owt 1w’ w10 FPEMC with the co-culture with DMC.

PBMC stained activated: 1. alone 2. with DMC ~ FL1-H-FLI-H
=——— PBNC stained
= PBMC not stained
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Modelo de estudio pre-clinico in vivo, en ratones

En este experimento se evalta el efecto de las CMD en la cicatrizacion
de heridas cutaneas en ratones inmunocompetentes. Las lesiones dér-
micas se realizaron siguiendo el modelo (modificado) de d’Alessio
(2014). El ensayo fue aprobado por el CICUAL de la FCM. Se utiliza-
ron 18 ratones de la cepa C3H/s divididos en 3 grupos de 6 animales
cada uno:

« Grupo 1: es el grupo control, sin aplicacién de tratamiento.

o Grupo 2: son inyectados con CMMcu obtenidas de cordones
umbilicales murinos (dosis de 250.000 CMMcu murinas/0,1 ml
de PBS).

o Grupo 3: inyectados con las CMD humanas (dosis de 250.000
CMMcu humanas/0.1 ml de PBS).

En los grupos 2 y 3 las células se administraron mediante inyec-
cidén intradérmica en los bordes de la lesion.

Para la evaluacion histopatoldgica de la evolucion de la herida, se
tomaron muestras (con margen de piel no lesionada) a los 5 dias pos-
teriores al tratamiento.

Las muestras fueron procesadas mediante la técnica de rutina para
tincion con hematoxilina y eosina (H/E), tricromico de Gomori para
la observacién de fibras colagenas y finalmente se realizé un test de
inmunohistoquimica (IHQ) para medir la expresion del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), principal inductor de la
neo-angiogénesis.

Los resultados obtenidos en los distintos grupos analizados mos-
traron:

o Grupo 1 (control) cicatrizo en 12 + 1,03 dias y la pilosidad se

recuperd en 25 * 1,13 dias.

o Grupo 2 (CMM murinas) cicatrizé en 9 + 0,75 dias y la pilosidad

se recuperd en 20 + 1,02 dias.
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o Grupo 3 (CMD) cicatriz6 en 5 + 0,81 dias y la pilosidad se recu-
perd en 10 + 0,90 dias.

Los valores de tiempo observados entre el grupo 1 y 3 (controles
vs tratados con DMC) fueron estadisticamente significativos (p<0,01)
lo que significa que las células mejoran significativamente los tiempos
de cierre de la herida.

En el analisis microscopico de las muestras obtenidas en el grupo
3 (inyectados con las CMD) a los 5 dias del tratamiento se observo:

o Con H/E las secciones mostraron el aspecto desordenado tipico del
tejido en regeneracion y la formacion del tejido de granulacién para
la curacién. En los cortes no se observan cantidades importantes de
linfocitos u otras células inmunes infiltradas en el drea.

o Con el tricromico de Gomori se observé una formaciéon normal de
las fibras colagenas.

o IHQ (Ac VEGF-A): Se observa un intenso marcado positivo en las
células del tejido conectivo, especialmente en los fibroblastos disper-
sos alrededor del tejido de granulacion.

Conclusiones del ensayo en ratones

La poblaciéon de CMD (y de CMMcu murinas) pueden ser trasplanta-
das en forma xenogénica (o alogénica) en ratones inmunocompeten-
tes. La poblacion de CMD no agreg6 procesos inflamatorios o inmu-
noldgicos significativos asociados al tejido de granulacion, resultando
en una reduccion del 50 % en el tiempo de regeneracion de los tejidos
involucrados en las lesiones. Las DMC tienen la capacidad de libe-
rar diversos factores de crecimiento, entre los que contamos al VEGF,
ejerciendo un efecto paracrino en la zona y activando los procesos de
regeneracion en los tejidos adyacentes.

Una observacion importante del ensayo en ratones fue que el gru-
po de los inyectados con las CMD (grupo 3) tuvo un proceso de cu-
racién incluso mds rapido que el del grupo inyectado con las CMMcu
murinas (grupo 2). Esto podria explicarse teniendo en cuenta que la
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poblacion de CMD inyectada es muy homogénea ya que esta bien ca-
racterizada, mientras que la poblacion de CMM murinas no es posi-
ble de realizar una caracterizacion tan clara y posiblemente coexistan
otros diferentes linajes celulares. Ademads, es importante mencionar
que el ratén tiene un equivalente funcional y estructural al HLA-G,
llamado Qa2 y sus células mieloides y linfocitos B presentan el recep-
tor murino PIR-B (equivalente al ILT4), resultando de la interaccion
la activacién y diferenciacion de las células T reguladoras y supresoras
(Palma et al., 2021).

o B

Imagen III: fotografias tomadas a los 7 dias de fratamiento.
De izquierda a derecha: grupes control, grupe 2 (CMDMM
murinas) v grupo 3 (CMD).

Conclusiones finales

Proponemos un nuevo método para el tratamiento de las lesiones dér-
micas ulcerativas crénicas, mediante la aplicacion alogénica de una
subpoblacion estable y especifica de células derivadas a partir de CM-
Mcu humanas: las CMD.
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Estos resultados permitieron la inscripciéon de una patente en la
Oficina Europea de Patentes, denominada: “Cells differentiated from
mesenchymal stem cells for the treatment of dermal lesions”. Autores:
Marcela Garcia; Guillermo Buero; Edgardo D. Carosella. Este es un
desarrollo conjunto de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP, el
CEA (Comisariado de la Energia Atémica) y la Universidad Sorbona
VII de Paris, Francia.
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INMUNOEVASION Y CANCER DE MAMA

Isla Larrain, Marina Teresita’

Introduccion

El sistema inmune posee mecanismos efectores y supresores para ejer-
cer sus funciones, entre ellas, la eliminacién de células tumorales. Se
ha sugerido que la enzima indolamino-2,3-dioxigenasa (IDO) tiene
un papel en la supervivencia del tumor y restringe la inmunovigilan-
cia del huésped al bloquear la respuesta inicial a los antigenos tumora-
les. IDO es una enzima de 42-45 kD que cataliza el paso limitante de la
degradacion del triptéfano (Trp) a lo largo de la ruta de la quinureina.
Se expresa en una variedad de células y tejidos (Mellor y Munn, 1999;
Munn et al., 1999; Taylor y Feng, 1991) y se describi6 originalmente
en la placenta como contribuyente a la tolerancia materna hacia el feto
(Munn y Mellor, 2007). IDO también se ha implicado en los mecanis-
mos de proteccion contra el rechazo a injertos y en los tratamientos
de trastornos autoinmunes (Jasperson et al., 2009). Esta enzima pue-

1 Bioquimica y Doctora de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Profesora
de Biologia e Introduccién a la Biologia Molecular y de Ambiente y Nutricién de la
Licenciatura en Nutricion en la Facultad de Ciencias Médicas (UNLP). Investigadora
Adjunta de la Comisién de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires
(CICPBA), Centro de Investigaciones Inmunoldgicas Basicas y Aplicadas (CINIBA-
UNLP-CICPBA).
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de estar relacionada con la regulacién inmune a través de cambios
metabodlicos en el microambiente tumoral, y estos cambios locales
pueden tener un impacto final en el desarrollo de la tolerancia perifé-
rica. Laliberacién de quinureina y el consumo de triptofano (Trp) por
las células tumorales que expresan IDO generan sefiales a través del
receptor de arilhidrocarburos (AhR) y los sensores de aminoacidos
(GCN2, mTOR), respectivamente, que tienen efectos marcados en las
respuestas de los linfocitos T efectores y T regulatorios (Treg) a las
seales inflamatorias y antigénicas. La actividad de IDO en las células
presentadoras de antigenos (CPA) también mejora la diferenciacion
de Treg a partir de linfocitos TCD4+ virgenes a través de estas vias
metabolicas. GCN2 parece mejorar la actividad de Treg e inhibir los
linfocitos T efectores (Munn y Mellor, 2013). La sobreexpresion de
IDO en células tumorales origina un déficit de Trp; las células T en
la fase G1 son muy sensibles a la disminucion de este aminoacido. En
consecuencia, las células T no pueden proliferar eficazmente a través
de la expansion clonal. Ademas, la proliferacion de células T es dificil
de reactivar una vez que se inhibe (Bauer et al., 2005).

Las células “Natural Killer” (NK) son un componente importante
de la inmunidad innata que puede eliminar las células transformadas
y se ha informado que el mal funcionamiento y el nimero significati-
vamente reducido de células NK contribuyen a la inmunevasién de las
células tumorales en pacientes con cancer (Raulet, 2004; Bauernhofer
etal.,2011). Song et al. (2011) descubrieron que la I-quinureina, cata-
bolito del Trp en la reaccion catalizada por IDO, induce la apoptosis a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno en las células
NK humanas.

Por otra parte, los tumores malignos liberan exosomas o microve-
siculas que estaban relacionados con mecanismos tolerogénicos que
promueven la evasién inmune (Whiteside, 2005). Entre estas micro-
vesiculas, se estima que los exosomas tienen un didmetro de 50 a 100
nm y se han relacionado con la progresion del cancer, fundamental-
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mente, debido a su abundancia en los fluidos corporales de pacientes
que padecen cancer en estadios avanzados.

La presente investigacion se realizé considerando la hipétesis de
que la expresion de IDO en los tumores esta implicada en la tolerancia
inmune. Para tal fin, se estudio, la expresién IDO en muestras tisula-
res de pacientes con cancer de mama de diferentes tipos y en distintos
estadios tumorales, en MV circulantes aisladas de sangre periférica y
en lineas celulares de cancer de mama. La expresion de IDO también
se evalud en muestras de tejido benigno y normal. Finalmente, se rea-
liz6 un analisis in silico para determinar los genes coexpresados con
IDO 1y su asociacion con procesos celulares.

Objetivos

1. Determinar la presencia de IDO en muestras procedentes de car-
cinoma de mama, tales como tejido tumoral y exosomas circulan-
tes como asi también en lineas celulares de cancer de mama.

2. Comparar la expresion de IDO en muestras tumorales malignas
versus benignas y normales.

Materiales/Pacientes y Métodos

Se analizaron 122 muestras de tejido y suero de 91 pacientes con can-
cer de mama, 21 pacientes con enfermedades benignas y 10 controles
normales derivados de muestras procedentes de mamoplastia. La dis-
tribucién del tipo de cancer de mama fue: 84% de carcinoma ductal
invasor (CDI), 9% de carcinoma lobulillar invasor (CLI) y 7% de otros
tipos. La estadificacion patoldgica se establecié de acuerdo con el sis-
tema de clasificacion UICC TNM: 34%, 40%, 26% correspondientes a
las etapas I, IT y III, respectivamente. Receptores: el 78% de las mues-
tras fueron positivas para el receptor de estrégenos (RE), el 71% para
el receptor de progesterona (RP) y el 18% para HER2-neu.

Se obtuvieron muestras y datos clinicos de hospitales relaciona-
dos con la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
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La Plata, Argentina. Los procedimientos siguieron la Declaracién de
la Asociacion Médica Mundial de Helsinki (Finlandia, 1964) y otras
modificaciones.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes in-
cluidos en este estudio. Esta investigacion fue aprobada por el Comité
de Bioética Médica, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Na-
cional de La Plata, Argentina.

Anticuerpo monoclonal: Se utiliz6 anticuerpo monoclonal an-
ti-IDO (Millipore).

Inmunohistoquimica (IHQ): Se utilizé una técnica estdndar de
inmunoperoxidasa con recuperacion antigénica con buffer citrato so6-
dico pH 6,0.

Cultivo celular: Las lineas celulares se mantuvieron en cultivo con
medio RPMI 1640 y las células se sembraron en cubreobjetos, poste-
riormente se fijaron con formol al 10% en PBS.

Inmunocitoquimica (ICQ): Se adaptd la técnica de inmunoperoxi-
dasa sin recuperacion antigénica para observar la reaccion de las célu-
las crecidas en cubreobjetos.

Aislamiento de microvesiculas o exosomas: Seis mililitros de plas-
ma de pacientes con cancer de mama y liquido ascitico tumoral (con-
trol positivo) se centrifugaron a 15.000 xg durante 30 minutos a 4 °
C, los sobrenadantes fueron sometidos a cromatografia de exclusion
molecular en columnas con gel de agarosa CL2B y el volumen muerto
se ultracentrifugd a 105.000 xg durante 2 horas a 4 ° C. El pellet (frac-
cion enriquecida en exosomas) se lavo y se diluyo en PBS.

SDS-PAGE y Western Blot: La electroforesis se realiz6 en condicio-
nes reductoras en geles de poliacrilamida al 15%. Se realizé la transfe-
rencia a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon con 5% de leche
descremada/PBS. Se incubd con anticuerpo monoclonal anti-IDO
durante 1 h. La reaccion fue revelada mediante quimioluminiscencia.
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Resultados

Expresion de IDO en muestras de cancer de mama y muestras
de enfermedad benigna por IHQ

Se estudiaron 122 muestras de mama: el 60% de cancer de mama,
el 43% de enfermedades benignas y el 20% de los controles norma-
les mostraron expresion de IDO. La tabla 1 muestra los resultados
expresados como porcentajes de muestras postivas/totales segin el
diagndstico y, en las muestras de del cancer de mama, segtin los es-
tadios tumorales. Mediante el analisis ¥2, se encontraron diferencias
entre los grupos, siendo mayor la expresion de IDO en muestras de
cancer de mama (p <0.05) (Figura 1A) con una correlacién positiva
de Kendall (p <0.05). Se encontraron diferencias significativas entre
muestras de cancer de mama y muestras normales (p <0.05). Ademas,
la intensidad de la reaccion fue significativamente mayor en mues-
tras de cancer que en muestras benignas y normales (prueba U de
Mann-Whitney, p <0.05).

El porcentaje de muestras positivas aumentd en funcién del esta-
dio tumoral: 42%, 66% y 71% para el estadio I, II y III, respectivamen-
te (Tabla 1, Figura 1B). Ademas, se encontrd una correlacion signifi-
cativa positiva por Kendall entre los porcentajes de muestras positivas
por IHQ y el estadio tumoral, como asi también con la intensidad de
la reaccion y los estadios (p <0.05). Cuando se compararon la reactivi-
dad y la intensidad de reaccién de IDO con el grado nuclear, también
se encontrd una correlacion significativa positiva (p <0.05).

En la Figura 2 es observan microfotografias con reaccion IDO+
en muestras de carcinoma ductal invasor; se observa un patron cito-
plasmatico predominante (Figura 2A, B, C) mientras que también se
presenta una fuerte reaccién nuclear. La figura 2D muestra una reac-
cion negativa en una muestra de mama procedente de una patologia
benigna.

La Tabla 2 muestra los resultados por inmunohistoquimica ex-
presados como porcentaje de muestras positivas para IDO entre los
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Figura 1: Expresion de IDO en muestras de cancer de mama, patologias benignas y
muestras normales de mama por IHQ.
A. Grdfico de barras que indica el porcentaje de muestras IDO+ (negro) e IDO-
(blanco) versus diagnéstico.
B. Las barras indican el porcentaje de muestras IDO+ (negro) e IDO-
(blanco) versus estadios tumorales (1, 2 y 3 representan los estadios I, II y III,
respectivamente).

Tabla 1: Resultados por inmunohistoquimica de reaccion de IDO en muestras de
tejidos de mama normales, de patologias mamarias benignas y de cancer de mama
seguin estadios tumorales. Se expresa en porcentaje de muestras positivas respecto
del niimero total de muestras.

Muestra tisular Muestras IDO +/ n°total
de muestras(%)

Normal 2/10 (20)
Benigna 9/21 (42,9)
Estadio I 13/31 (42)

Cancer de Estadio II 24/36 (66)
fama Estadio I1I 17/24 (71)
Total 55/91 (60,4)
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diferentes subgrupos en funcién de los receptores tumorales. IDO se
expreso en el 43% de las muestras de cancer de mama que fueron RE
y/o RP positivas y negativas para HER2-neu, y también fueron posi-
tivas en el 80% del subgrupo triple negativo. Ademas, se obtuvo una
correlacion negativa significativa entre IDO y expresion de RE, mien-
tras que se encontraron correlaciones no significativas cuando se con-
sideraron la diferenciacion histoldgica, el estado de RP y HER2-neu.

Expresion de IDO en lineas celulares de cancer de mama
por ICQ

Para analizar la expresion de IDO en lineas celulares de cancer de
mama, se realizd ICC en lineas celulares T47D, MDA-MB-231 y
MCF7 cultivadas sobre cubreobjetos. En todos los casos, IDO se ex-
preso con un patrén citoplasmatico (Figura 2E-F). Se obtuvieron re-
sultados similares por inmunofluorescencia (Figura 2G-H).

Deteccion de IDO por RT-PCR

Por RT-PCR, se analizaron ARNm de 11 muestras de cancer de
mama, asi como lineas celulares de cancer de mama. Los amplicones
se corrieron en gel de agarosa y se detectaron bandas a 251 pb en 4
muestras que presentaron reaccion positiva para IDO por IHQ. En 7
muestras negativas para IDO por inmunohistoquimica, no se obser-
varon bandas por RT-PCR (Figura 3).

Analisis de microvesiculas en fracciones eluidas
por cromatografia

La concentracion media de proteinas de las fracciones de MV fue de
7,9 ug/ml de plasma con un maximo de 28,8 ug/ml y una mediana de
3,6 pg/ml. Por WB, se analiz6 la expresion de IDO, CD63 y CD9 en
fracciones de MV aisladas de plasma de pacientes con de cancer de
mama. Luego de la incubacién con anti-IDO y revelado por quimio-
luminiscencia de las membranas de nitrocelulosa, se obtuvieron ban-
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Figura 2: Microfotografias de muestras de cancer de mama, de patologias
mamarias benignas y lineas celulares de cincer de mama incubadas con anti-IDO
mediante IHQ (200X).

A. Muestra de CDI con una fuerte reaccion, que presenta patron citoplasmatico y
nuclear.

B. Muestra de CDI con una fuerte tincion nuclear y citoplasmatica.

C. Seccion de un conducto en una muestra de CDI con una reaccién citoplasmdtica
homogénea y fuerte tincion nuclear.

D. Muestra de patologia mamaria benigna que presenta una reaccién negativa por
IHQ luego de la incubacion con anti-IDO.

E. Reaccion positiva por ICQ de un grupo de células de la linea celular MCF?7.

E Reaccion positiva mediante ICQ de la linea celular T47D (200X).

G. Microfotografia de tincion de inmunofluorescencia de células de la linea celular
MCF7
Incubadas con anticuerpo monoclonal anti-IDO; se observa reaccion citoplasmatica y
perinuclear (100X).

H. y G. Microfotografias de la tincién de inmunofluorescencia de células de la linea
celular MCF7 con anticuerpo monoclonal anti-IDO; se observa reaccion en citoplasma
y perinuclear con aumento100X (H) y 1000X (G).
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Figura 3: Geles de agarosa que presentan bandas de 251 pb correspondientes a
amplicones de IDO. Las calles 1, 6 y 10 corresponden a la linea celular MCF7. Las
calles 7, 12 y 14 corresponden a la linea celular MDA-MB-231 mientras que la 11

muestra una banda de la linea celular T47D. Las calles 4, 5, 8 y 9 corresponden

a muestras de tumores primarios que muestran bandas a 251 pb mientras que

las calles 2 y 3 muestran tumores que no presentan reaccion para IDO. La calle

13 corresponde a una fraccion exosomal de la linea celular MCF7 y muestra una
banda a menos de 251 pb.
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Figura 4: Resultados obtenidos con MV. 1-9 lineas corresponden a fracciones MV
aisladas de muestras de plasma de pacientes con cancer de mama.
A. Western blot revelado con anti- IDO. Se puede observar una sola o doble banda
en las lineas superior e inferior en las fracciones de MV.
B. Microfotografia obteida al microscopio electrénico de una fraccion MV muestra
la presencia de microvesiculas esféricas con tincién negativa (dcido fosfotungdstico)
en la periferia y en el centro de las estructuras concavas tipo exosoma de didmetro
heterogéneo y con un rango de 50 a 200 nm (barra en la parte inferior derecha de
la imagen representa 50 nm).

das de 42 kD en 9 de 25 (36%) muestras (Figura 4A). Los anticuerpos
anti-CD9 y anti-CD63 se emplearon como marcadores de exosomas y
10 de las 25 muestras (40%) mostraron positividad para, al menos, un
marcador. Cinco de nueve (56%) de las muestras reaccionaron tanto
con anti-IDO como con los anticuerpos dirigidos a los marcadores
de exosomas. No se encontré asociacion estadisticamente significati-
va entre la deteccién de marcadores de exosomas y la edad, el estadio
tumoral o tipos de receptores.

El andlisis por microscopia electrénica de fracciones de MV mos-
tro la presencia de pequenas vesiculas esféricas (50-200 nm) que oca-
sionalmente mostraban una forma de copa (Figura 4B).

Anadlisis molecular IDO 1

Para analizar los genes coexpresados con IDO 1 en plataformas de mi-
croarreglos de cancer de mama, se utiliz6 la herramienta bioinforma-
tica Multiexperiment Matrix (MEM)'. Los 50 genes coexpresados que

1 Para mas informacion, acceder a: http://biit.cs.ut.ee/mem/
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presentaron correlacion positiva son mostrados como filas, en un to-
tal de 76 plataformas de microarreglos y en las se ubican las muestras
(n = 4822) (Figura 5A). Los valores de p correspondientes se indican
al final de cada fila y en el mapa de calor obtenido, los cuadrados rojos
indican un alto grado de coexpresion (Figura 5B). Luego analizamos
estos genes en uno de las plataformas de microarreglos (GSE21653)
(Sabatier et al., 2011), en el que las muestras se agrupan segun la clasi-
ficacidén molecular del cdncer de mama: luminal A, luminal B, erbB2,
basal-like y normal-like. Los genes IDO y los coexpresados se mues-
tran predominantemente en los subtipos basal y erbB2.

Para identificar las vias moleculares que fueron afectadas princi-
palmente por estos 50 genes, buscamos redes de interaccion proteina/
gen. La red de interaccién proteina-proteina se generd utilizando la
base de datos STRING? y se representan como esferas azules y rojas
(Figura 5C), relacionadas con diferentes funciones, tales como la re-
gulacion de la proliferacion celular y la respuesta inflamatoria (azules)
y la apoptosis (rojas).

Se ha establecido que el tipo molecular TNBC (cancer de mama
triple negativo) se puede clasificar en diferentes subtipos: basallike 1
y 2 (BL1 y 2), imunomodulador (IM), mesenquimatoso (M), mesen-
quimatoso (MSL), y mediante receptor de andrégeno luminal (LAR)
(Lehmann et al., 2011). De acuerdo con esto, se emple6 la herramien-
ta bioinformatica TNBC Type (Chen et al., 2012) para clasificar esas
muestras etiquetadas como basales en el conjunto de datos GSE21653.
Luego evaluamos la expresion IDO 1 en los subgrupos TNBC y en-
contramos que el subtipo IM mostré la expresion mas alta de IDO
(Figura 5D).

Discusion
IDO es una enzima supresora del sistema inmune y su alta expresion
se asocia con un mal prondstico en una variedad de tipos de cancer.

2 Para mas informacion, acceder a: http://string.embl.de/
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Figura 5: A. Andlisis de genes coexpresados con IDO 1 a través de plataformas de
microarreglos de cdncer de mama obtenido con una herramienta bioinformdtica
Multiexperiment Matriz (MEM), http://biit.cs.ut.ee/mem/. Los 50 genes que
presentaron mayor correlacion positiva se muestran como filas, en un total de
76 estudios de microarreglos. En las columnas se hallan las muestras (n = 4822).
Los valores p correspondientes se indican al final de cada fila. Mapa de calor: los
cuadrados rojos denotan un gran rango de similitud.

B. Andlisis de IDO 1 y genes coexpresados en uno de los estudios de microarreglos
(GSE21653), en el que las muestras se agrupan seguin la clasificacion molecular
de cdncer de mama: luminal A, luminal B, erbB2, basal-like y normal-like. IDO 1
y los genes coexpresados se muestran, predominantemente en los subtipos basal y
erbB2.

C. La red de interaccion proteina-proteina se generé utilizando la base de datos
STRING (http://string.embl.de/) en la que se observan esferas azules y rojas. Los
genes del grupo azul estin relacionados con la regulacion de la célula, proliferacion
y respuesta inflamatoria, mientras que los genes del grupo rojo estdn asociados,
principalmente, con la apoptosis.

D. Andlisis de subtipos moleculares TNBC (cancer de mama triple negativo) de
muestras clasificadas como basales en la base de datos GSE21653 que emplea la
herramienta bioinformdtica TNBCType: IDO presnta alta expresion en el subtipo
inmunomodulador (IM), (BLI: basallike 1, BL2: basallike 2, M: mesenquimales,
MSL: mesenquimales en forma de tallo y LAR: receptor de andrdgenos luminales).
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Las estrategias que emplean inhibidores de IDO pueden mejorar las
respuestas inmunomediadas después de la quimioterapia conven-
cional, y pueden ser sinérgicas con otras formas de inmunoterapia
(Wang, Pan y Xia, 2009; Munn, 2012).

En esta investigacion, se encontr6 que la expresion de IDO se de-
tectd en el 60% de las muestras de cancer de mama y su frecuencia
aument6 en relacion con la progresion del estadio tumoral. El patron
de reaccion fue predominantemente citoplasmatico, aunque también
se observd la presencia de IDO en nicleos. Ademads, todas las lineas
celulares tumorales aqui incluidas expresaron IDO. Aunque el 43% de
las afecciones benignas de mama fueron positivas, la reaccion fue mas
débil que en las muestras de cancer de mama, mientras que se detec-
t6 una expresion significativamente menor en las muestras normales.
Estos resultados fueron corroborados por RT-PCR.

Teniendo en cuenta los datos clinicos e histopatoldgicos, se halld
una correlacion estadisticamente significativa positiva entre la fre-
cuencia de muestras IDO+ y el estadio tumoral, asi como con el grado
nuclear del tumor, mientras que se obtuvo una correlacion negativa
entre IDO vy la expresion RE. En conjunto, estas observaciones indi-
can que, aquellos tumores que expresan IDO, frecuentemente estan
asociados a mayores grados de malignidad.

En estudios previos sobre cancer de mama que emplean deteccion
de IDO por IHQ y ARNm, los resultados fueron variables. En concor-
dancia con nuestros resultados, Yu ef al. (2011) estudiaron muestras
de cancer de mama, patologias mamarias benignas y muestras nor-
males adyacentes al tumor, encontrando mayor expresién de IDO en
muestras de carcinoma y también una asociacion con estadios tumo-
rales avanzados y metastasis en ganglios linfaticos.

Por el contrario, en una serie de 155 pacientes con cancer de mama,
Jacquemier et al. (2012) han encontrado una correlacion entre la ex-
presion de IDO versus estadios que no presentan ganglios linfaticos
afectados; aunque no incluyeron muestras normales para el analisis
por THQ. Sin embargo, considerando la expresion de RE, PR y HER2-
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neu, encontraron una correlacion significativa positiva entre la alta
expresion de IDO y el cancer de mama triple negativo. En cuanto a la
asociacion de la expresion IDO con tumores RE negativos, nuestros
resultados coinciden con los obtenidos por estos autores. Ademas,
también hallaron un patrén de tincidn citoplasmatica y nuclear.

Finalmente, Soliman et al. (2013) han encontrado que la expresion
de IDO se asocié con tumores que no presentan afectacion de gan-
glios linfaticos y RE. Las divergencias entre los autores pueden estar
relacionadas con diferencias en la composicion de las cohortes estu-
diadas. Por otra parte, el uso de diferentes anticuerpos puede influir
en los resultados de IHQ. Sin embargo, todos los grupos informaron
una alta expresion de IDO en tumores de mama que puede estar rela-
cionada con el papel que IDO ejerceria en la supresion inmune dentro
del microambiente tumoral.

Por otro lado, se ha sugerido que las microvesiculas podrian ac-
tuar como un vehiculo para transmitir sefiales inhibitorias de la res-
puesta inmune antitumoral. En las MV se han encontrado diferentes
moléculas bioloégicamente activas como la proteina transmembrana
ligando de Fas (FasL), APO2 / TRAIL, CD44 o antigenos de clase I
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Estos hallazgos
proporcionan una explicaciéon razonable de su participacién en la su-
presion inmune (Whiteside, 2011; Taylor y Gergel-Taylor, 2005). Los
exosomas interfieren directamente con las funciones de las células T
efectoras al inducir la apoptosis en las células T activadas especificas
de tumor y suprimir la citotoxicidad de células NK (Whiteside, 2013).

En nuestro estudio, se hall6 una asociacién positiva de IDO en las
microvesiculas circulantes en 9 de 25 pacientes con cancer de mama.
Estas microvesiculas mostraron un tamano similar a exosomas me-
diante andlisis al microscépico electrénico y expresan los marcadores
de exosomas CD63 y CD9. El hallazgo de IDO en microvesiculas deri-
vadas de tumores podria reforzar el papel tolerogénico de esta enzima
en pacientes con cancer de mama no sélo a nivel local sino también
en sitios distantes.
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Finalmente, un analisis in silico de la expresion del gen IDO 1 en
el cancer de mama mostrd que estd asociado con varios genes rela-
cionados con la respuesta inmune y la apoptosis. Las funciones invo-
lucradas en estas interacciones fueron, entre otras, la regulacion de
la apoptosis, la activacion y diferenciacion de linfocitos, las interac-
ciones citoquina/ quimoquina-citoquina / receptor de quimoquina,
sefializacion del receptor tipo Toll y citdlisis.

El principio de “culpabilidad por asociacion” establece que la
coexpresion genética podria implicar mecanismos y roles reguladores
compartidos en procesos bioldgicos relacionados. El gen IDO 1 y los
genes coexpresados se muestran predominantemente en los subtipos
basal y erbB2. Para clasificar esas muestras clasificadas como basales
en la base de datos GSE21653, se evalud la expresion de IDO 1 en
los subgrupos de cdncer de mama triple negativo y se observo que
el subtipo inmunomodulador mostraba la mayor expresion de IDO.
Lehman et al. (2011) establecieron que el subtipo inmunomodulador
esta enriquecido en genes en los procesos inmunoldgicos, incluida la
sefializacion de las células inmunes y las citoquinas, el procesamien-
to y presentacion de antigenos y, también, la sefializacion a través de
las vias de transduccién de senales inmunologicas. El mismo grupo
también descubri6 que es probable que las caracteristicas de IM sean
exclusivas de las células tumorales y no del infiltrado de las células
inmunes en el microambiente tumoral.

Actualmente se estdn llevando a cabo ensayos clinicos en diferen-
tes localizaciones que incluyen inhibidores de IDO en inmunotera-
pias combinadas (Khair et al., 2019).

Conclusion

La presencia de IDO en las neoplasias de mama y en las microvesicu-
las de cancer de mama respalda la hipotesis de que esta enzima puede
contribuir al escape tumoral de la inmunovigilancia del huésped y, en
consecuencia, podria favorecer la diseminacion tumoral. El analisis
in silico refuerza esta relacioén no sdlo a través de la alta expresion de
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IDOL1 y genes coexpresados en subtipos moleculares basales y erbB2
de cancer de mama, sino también en el subtipo inmunomodulador
dentro del TNBC. Estos resultados pueden tenerse en consideracion
para el desarrollo nuevas estrategias terapéuticas.
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ROL DEL GEN RHBBD2 EN EL
CANCER COLORRECTAL

Lacunza, Ezequiel'

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) constituye la mayor causa de mortalidad
y morbilidad por neoplasias del tracto digestivo en todo el mundo
(Siegel, Miller y Jemal, 2019). La combinacién de eventos molecu-
lares que conducen al CCR es heterogénea e involucra alteraciones
genéticas y epigenéticas (Punt, Koopman y Vermeulen, 2017). Esta
heterogeneidad ha establecido subtipos moleculares que permitirian
estratificar a los pacientes a fin de que reciban un tratamiento mds
especifico y adecuado (Guinney et al., 2015).

Aproximadamente el 30 % de los CCRs ocurren en el recto, siendo
la tasa de incidencia mayor en hombres que en mujeres. En el cancer
de recto (CR) la cirugia cumple un rol crucial. En tumores rectales
avanzados y en los tumores de recto bajo, cuya reseccion implica la
necesidad de una amputacién abdomino-perineal, la indicacion ac-
tual es la terapia preoperatoria (neoadyuvante), que combina radio-

1 Licenciado en Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad
Nacional de La Plata (UNLP). Doctor en Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias
Naturales y Museo, UNLP. Investigador Adjunto. CONICET. Investigador. Centro de
Investigaciones Inmunoldgicas Basicas y Aplicadas (CINIBA) (UNLP).
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terapia con quimioterapia [5-Fluorouracilo (5Fu) + Leucovorina]
concomitante. Se ha observado, mediante el protocolo watch and wait
(control clinico estricto sin operar a los pacientes salvo en el caso de
que el tumor recidive), que algunos pacientes muestran respuesta cli-
nica completa al tratamiento neoadyuvante, lo que evitaria la cirugia
mayor (Bernier et al., 2018). Sin embargo, ain no hay marcadores
moleculares que permitan monitorear esta respuesta diferencial.

En estudios previos, demostramos que el gen RHBDD?2 se encuen-
tra sobreexpresado en estadios avanzados del CCR, que se asocia a
estrés de Reticulo Endoplasmatico (RE), particularmente a la via del
UPR (del inglés: Unfolding Protein Response) y que su expresion se
induce frente al 5Fu (Lacunza et al., 2012; 2014). E1 UPR generalmen-
te se activa en tumores sélidos y confiere resistencia a la apoptosis,
la radioterapia y la quimioterapia (Hetz, Axten y Patterson, 2019).
El UPR orquesta los mecanismos de adaptacién para mantener una
tasa Optima de produccién de proteinas y reaccionar rdpidamente
a diversos estimulos, que incluyen respuesta a hormonas y factores
de crecimiento, cambios en la homeostasis intracelular, cambios en
el crecimiento y diferenciacion celular. Si las condiciones estresantes
persisten, sin embargo, las células pueden entrar en la muerte celular
programada (Hsu et al., 2019).

En este marco tedrico nos planteamos como hipdtesis que la so-
breexpresion de RHBDD?2 en estadios avanzados del CCR y su asocia-
cion al 5Fu puede tener impacto en la via del UPR, proporcionando a
las células tumorales un fenotipo resistente al estrés.

Métodos

Andlisis de co-expresion e identificacion de bioprocesos asociados
a RHBBD2 en el contexto del CCR

Con el objetivo de identificar los procesos bioldgicos asociados a
RHBDD?2 en el contexto del CCR se empleo el principio de asociacion
por culpabilidad (Recuadro 3) basado en perfiles de expresion génica
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(Singer et al., 2005). Se utiliz6 la herramienta “Multiexperiment Ma-
trix” para obtener datos provenientes de 34 microarreglos asociados
a CCRy se identificaron los genes que poseen un patrén de expresion
similar al de RHBDD2 (R>0.5, pvalue<0.001). Del listado de genes
que co-expresan con RHBDD2 en CCR, se seleccionaron los prime-
ros 200 genes y se realizd un analisis de enriquecimiento funcional.
Ademas, se determinaron los factores de trascripcion (FT) asociados
a los genes que co-expresan con RHBDD2 con mayor significancia
estadistica. Se empled la herramienta bioinformatica DAVID.

Cultivo celular

Empleamos como modelo celular dos lineas de cancer de colon:
HCT116 y Caco2. Las células fueron cultivadas en medio DMEM
(SIGMA, EEUU) suplementado con 20% de SFB (Bioser, Argentina),
10 U/ml penicilina G, y 10 mg/ml de estreptomicina. Ambas lineas
celulares fueron mantenidas en estufa de cultivo gaseada a 37°C, en
atmosfera humeda y 5% CO2.

Desarrollo de constructos para la sobrexpresion
y el silenciamiento in vitro de RHBDD?2 en lineas
celulares de CCR

La linea celular CACO?2 fue utilizada para sobreexpresar RHBDD2
debido a que posee baja expresion enddgena del gen. Para la sobre-
expresion se utilizé un vector pcDNA3.1-TOPO™ conteniendo el
ADNc de RHBDD2 (GeneArt, Thermo Fisher, EEUU). La linea celu-
lar CACO2 que sobreexpresa establemente RHBDD2 sera nombrada
como TOPO-RHBDD2. Para el silenciamiento de RHBDD2 se utili-
z6 la linea celular HCT116, con alta expresion enddgena del gen. Las
células fueron infectadas utilizando el vector lentiviral pLKO.1-TRC
Cloning Vector (AddGene, EEUU) que contiene un inserto de siRNA
(small harping RNA) con la secuencia complementaria al ARN men-

2 Para mds informacion, acceder a: https://biit.cs.ut.ee/mem/
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sajero de RHBDD2. La linea celular HCT116 establemente silenciada
para RHBDD2 sera nombrada como SH-RHBDD2.

Tratamiento con 5Fu

Se empled la droga 5Fu (SIGMA, EEUU) utilizando una soluciéon de
trabajo de concentracion 100uM. Las concentraciones de tratamiento
con 5Fu en los ensayos realizados fueron 5, 10 y 20uM. Los tiempos
de tratamiento variaron de 6 a 96 hs.

Analisis de la expresion de RHBDD?2, genes del UPR y
moléculas de Adhesion a nivel del ARNm

De cada ensayo celular se extrajo el ARN total y las proteinas median-
te el uso de TRIZOL (Invitrogen, EEUU). Mediante Real Time PCR
se evaluo la expresion de RHBDD2, de los genes de la via del UPR:
BiP, PERK, ATF4, CHOP, ATF6 e IRE1 y de las moléculas de adhesion
Talin-1 (TLN), Paxilina (PXN) y FAK.

Western blot

Se sigui6 el procedimiento estandar. Se emple6 el anticuerpo policlo-
nal anti-RHBDD?2 (Origene, EEUU).

Inmunocitoquimica

Las células fueron sembradas sobre vidrios de 20mm x 20mm, cul-
tivadas durante 24hs con medio completo y luego tratadas con 5Fu.
Concluido el periodo de tratamiento correspondiente, fueron fijadas
en PBS/Formol 4%. Los vidrios se montaron en portaobjetos para rea-
lizar la inmunocitoquimica segiin procedimiento estandar.
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Citometria de flujo, analisis de las fases del ciclo celular
en los modelos in vitro

El analisis fue realizado utilizando un citémetro de flujo Becton and
Dickinson FACSCalibur. Los resultados fueron analizados utilizando
el software FlowJo 10.0.

Ensayo de cierre de herida

Para evaluar migracion celular se realizé un ensayo de cierre de he-
rida. Las células fueron sembradas en placas y cultivadas 24hs hasta
alcanzar confluencia. Se realizaron dos estrias por placa utilizando un
tip de 200ul. Se lavo con PBS para remover las células desprendidas y
se incubd con el medio de cultivo correspondiente. El drea de la heri-
da fue capturada tomando imagenes en los tiempos 0, 6, 24, 30 y 48hs
utilizando un microscopio invertido (Olympus, IX71) equipado con
una camara fotografica (Olympus).

Ensayo de formacion de colonias en agar

Para evaluar la capacidad de crecimiento libre de anclaje de las células
se realizé un ensayo de formacion de colonias en agar. Las colonias
formadas fueron tefidas con Cristal Violeta y contadas al cabo de 20
dias.

Muestras tisulares de tumores de recto

Se incluyeron 38 muestras pareadas (biopsias pre-tratamiento y pie-
zas quirurgicas post-tratamiento) de 19 pacientes con cancer de recto
que recibieron tratamiento neoadyuvante. Las muestras fueron pro-
vistas por el grupo GOCS (Grupo Oncoldgico Cooperativo del SUR)
en colaboracion con el Dr. Zwenger y por el Instituto de Oncologia
“Dr. Angel Roffo” en colaboracién con el Dr. Raffa. De cada muestra
se obtuvieron los datos del informe histopatoldgico y de progresion
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de la enfermedad. En todos los casos se contd con el consentimiento
informado de los pacientes.

Inmunohistoquimica

Se siguid el procedimiento estandar. Para la recuperacion antigénica
se incubaron las muestras en buffer citrato de sodio 10mM a 100° C,
5 minutos. Para la deteccién de RHBDD?2 se incubaron las muestras
con un anticuerpo primario anti-RHBDD2 (Origene, EEUU) en dilu-
cién 1:200, durante toda la noche a 4°C.

Resultados y Discusion

El anadlisis de enriquecimiento funcional de genes que co-expresan
con RHBDD?2 en el CCR identifica procesos relacionados con

el trdfico de membrana, las adhesiones focales y las vias de
sefializacién asociadas a estrés

Con el objetivo de aproximar el rol funcional de RHBDDD?2 en el
contexto del CCR, realizamos una aproximacion in silico. Mediante
el empleo de la herramienta MEM seleccionamos los top-200 genes
que coexpresan con RHBDD2 en un total de 34 estudios de microarre-
glos asociados a tumores de CCR, que involucraron un total de 2600
muestras incluyendo tumores de CCR, tejido normal y lineas celulares
de CCR. El enriquecimiento funcional de estos genes determiné 12
grupos funcionales principales con una significancia estadistica de p <
0.001. Los términos bioldgicos incluyeron Transporte de Membrana,
Transporte Mediado por Vesiculas, Adhesion Focal, Unién a Cadheri-
nas, Retencion en lumen del RE y Autofagia, entre otros (Fig. 1a).

De un modo similar, determinamos los factores de transcripcion
(FT) que estuvieran asociados a los 200 genes seleccionados y luego
filtramos aquellos para los que RHBDD2 fuera un gen diana, identi-
ficandose 25 FT. El enriquecimiento funcional de estos FT mostr6 8
grupos funcionales asociados a UPR, Mitofagia (Autofagia), Adipogé-
nesis y Diferenciacion celular, entre otros (p<0.01, Figlb).
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a genes coexpresados con RHBDD2 b FT asociados a RHBDD2

Figura 1: Andlisis in silico de bioprocesos asociados a RHBDD2 en el contexto
del CCR a) Enriquecimiento funcional de genes que co-expresan con RHBDD2
en el CCR. Se identificaron doce grupos significativamente asociados a los genes

que co-expresan con RHBDD?2. b) Enriquecimiento funcional de los factores
de transcripcién asociados a RHBDD2 en el CCR. Se identificaron siete grupos
funcionales asociados a los FT que regularian al gen RHBDD2.

Colectivamente, estos resultados indican que RHBDD2 formaria
parte de la via biosintética secretora con asociacion a la respuesta a
estrés de RE, particularmente la via UPR.

La expresion de RHBDD2 se induce frente al 5Fu en
lineas celulares de cancer de colon

En el presente estudio, evaluamos el efecto del 5Fu en la expresion de
RHBDD? a diferentes dosis y tiempos en las lineas celulares de cancer
de colon CACO2 y HCT116, que difieren a nivel fenotipico y molecu-
lar (Wang et al., 2017). Los resultados mostraron una induccion tem-
prana de la expresion de RHBDD?2 en ambas lineas celulares (Fig. 2a).
El aumento en la expresion génica estuvo acompaiado por cambios
notables en la forma y el tamarfio de las células, probablemente como
resultado de las condiciones estresantes generadas por el tratamiento
con la droga. En particular, la expresion y localizacion de la proteina
RHBDD2 también vari6 con el tiempo y la dosis del tratamiento. En
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Figura 2: Expresién de RHBDD?2 y respuesta celular al 5Fu en las lineas
celulares de cancer de colon CACO2 y HCT116. a) Se muestran imdgenes de
inmunocitoquimica, en las cuales la expresion de RHBDD2 (tincion marron)
se observa a diferentes dosis y tiempos de exposicion al 5Fu. A dosis mds altas

y tiempos mds prolongados, se evidencian cambios morfoldgicos en las células,
que se acomparnian de un aumento en la expresion de RHBDD2. La distribucion
de la proteina se extiende desde la periferia del niicleo hasta las proyecciones
citoplasmaticas, con un patron granular (flechas blancas). b) Western blot para
RHBDD2 a las 6 y 12 h después de la exposicion al 5Fu-5 uM.
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las células de control, su localizacion se restringio a la periferia del nu-
cleo, mientras que en las células tratadas con dosis mas altas de 5Fu,
RHBDD? se localizé en el citoplasma y las proyecciones citoplasma-
ticas, con un patrén granular (Fig. 2a). Estos cambios fueron mas no-
torios en las células HCT116 en las que la distribucion de RHBDD?2,
a medida que aument¢ la dosis y el tiempo, mostr6 un patron que se
asemeja a un transporte mediado por vesiculas (Fig. 2a). En ambas
lineas celulares, el pico de expresion de RHBDD?2 ocurri6 a las 12 hs
después de la adicion de 5Fu-5 uM (Fig. 2a, b).

En conjunto, estos resultados demuestran la estrecha correlacion
de la expresion de RHBDD?2 y el tratamiento con 5Fu en lineas celu-
lares de cancer de colon. Ademds, se pudo observar que los cambios
morfologicos de las células estan acompanados por un aumento en la
expresion de la proteina RHBDD2, lo que sugiere que, junto con la in-
duccién de su expresion, varios procesos se ven afectados, impactan-
do en la dindmica del citoesqueleto y en las propiedades de adhesion
de las células.

La sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 tiene
efectos opuestos sobre los procesos de proliferacion,
adhesion y resistencia al tratamiento con 5Fu

Con el objetivo de evaluar las consecuencias moleculares y fenotipicas
de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2, desarrollamos
dos modelos in vitro contrastantes. Por un lado, un modelo que so-
breexpresa establemente a la proteina RHBDD?2 al que denominamos
TOPO-RHBDD?2; y por el otro, un modelo de silenciamiento esta-
ble en las células HCT116 denominado SH-RHBDD?2. Los modelos
fueron validados para la expresion de RHBDD2 mediante RT-qPCR,
ICQ y Wb. Una vez establecidos los modelos, evaluamos el impacto
de las variaciones de expresion sobre la migracion y la adhesion celu-
lar a través del ensayo de la herida. La velocidad del cierre de herida es
una medida de la velocidad del movimiento colectivo de las células, el
cual involucra a los procesos de adhesion, migracion y proliferacion,
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siendo los dos primeros los estadios iniciales en el avance del frente.
La sobreexpresion de RHBDD2 aumento la velocidad del cierre de la
herida respecto a las células control (Ct) (p < 0.01) De modo similar,
el silenciamiento de RHBDD2 causd el efecto opuesto, enlenteciendo
el proceso de cierre de herida respecto a las Ct (Fig. 3a).

La proliferacion, la adhesion y la motilidad estan directamente re-
lacionadas con el crecimiento tumoral; por lo tanto, evaluamos en los
modelos in vitro el proceso de transformacion maligna mediante el
ensayo en agar de crecimiento de colonias libre de anclaje. La sobreex-
presion de RHBDD?2 dio como resultado un mayor crecimiento inde-
pendiente del anclaje (p <0.01; Fig. 3b). Observamos un aumento en
el numero y tamaio de las colonias formadas. Por el contrario, en las
SH-RHBDD?2 se observé una reduccién dramatica en el crecimiento
independiente del anclaje (p <0.001; Fig. 3b).

Por otro lado, mediante analisis de criometria de flujo se observo que
en las TOPO-RHBDD?2 aument? significativamente la frecuencia de las
células en fase S en comparacion con las células Ct, con una disminucion
proporcional en las células de fase G1 (p <0.01, Fig. 3c). Por el contrario,
las células SH-RHBDD2 mostraron un aumento en las células G1 y una
reduccion significativa en células de fase S (p <0.01, Fig. 3¢).

Para evaluar el rol de RHBDD?2 en la resistencia celular al tra-
tamiento con 5Fu, las células fueron expuestas al firmaco a 5uM y
10puM durante 72 hs y luego se evalué la viabilidad celular. La mis-
ma fue mayor en las células TOPO-RHBDDD?2 luego de las 24 hs en
adelante (Fig. 3d). Ademas, las células Ct murieron al cabo de 72 h
luego del tratamiento, mientras que las TOPO-RHBDD?2 prevalecie-
ron hasta las 96 hs post-tratamiento. Las SH-RHBDD2 no mostraron
diferencias significativas respecto a las Ct (Fig. 3d).

Tomados en conjunto, estos resultados indican que las variacio-
nes en la expresion de RHBDD2 afectan los procesos asociados a la
adhesion celular, la migracion, la proliferacion y el crecimiento libre
de anclaje de lineas celulares de CCR y que su mayor expresion esta
asociada a mayor agresividad y resistencia al 5 Fu.
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Figura 3: Ensayos fenotipicos sobre los modelos de sobreexpresién (TOPO-
RHBDD?) en las CACO2 y silenciamiento (SH-RHBDD?2) en las HCT116 y sus
respectivos controles (Ct). a) Ensayo de cicatrizacién de herida. b) Ensayo de
crecimiento de colonias libre de anclaje. c) Andlisis de cartometria de flujo de las
fases del ciclo celular en ambos modelos. d) Ensayo de resistencia al 5Fu en ambos

modelos. * p <0.05 ** p <0.01 *** p <0,001.
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RHBDD?2 modula la expresion de genes del UPR

Luego analizamos las consecuencias de la expresion de RHBDD2 en
la transcripcion de genes del UPR en los dos modelos celulares. Los
resultados indicaron un aumento significativo en la expresion de la
chaperona BiP pero una reduccion en la transcripcion de IRE1, PERK
y CHOP en las células TOPO-RHBDD2 en comparacion con las cé-
lulas Ct. No se observaron variaciones significativas para los genes
ATF4 y ATF6 (Fig. 4a). Cuando las células se expusieron al 5Fu, hubo
un aumento marcado en la transcripcion de PERK y ATF6 y una dis-
minucion significativa en la expresion de ATF4, IRE1 y CHOP (Fig.
4b). Con respecto a las células HCT116, hubo una reduccién en BiP
y PERK en las células SH-RHBDD2 en comparacion con las células
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Figura 4: Resultados de andlisis de Real Time PCR. Expresion de genes del UPR a),
b), ¢) y d) y genes de adhesion focal e), f), g), h) en ambos modelos in vitro antes
y después del tratamiento con 5Fu.
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Ct, pero un aumento significativo de CHOP (Fig. 4c). En este caso,
cuando las células se trataron con 5Fu, no se observaron diferencias
en la expresion de los genes del UPR (Fig. 4d).

GPR78/BiP se encuentra usualmente sobreexpresado en células
cancerosas. Una de sus funciones principales es proteger a las células
contra la apoptosis inducida por el estrés, suprimiendo la induccion
de CHOP, quien media la muerte celular como tltima alternativa del
UPR (Reddy et al., 2003; Fu, Li y Lee, 2007).

La expresion de RHBDD?2 afecta la transcripcion de los
genes de adhesion focal FAK y PXN en respuesta al 5Fu

El enriquecimiento funcional predijo las adhesiones focales (AF)
como una de los términos biologicos mas significativos asociados a los
genes coexpresados con RHBDD?2 en el CCR (Fig. 1). La AF constitu-
yen un enlace esencial entre las células tumorales y su microambiente
circundante, estableciendo una estructura y puente funcional entre
la matriz extracelular y el citoesqueleto intracelular. Los componen-
tes de las AF transmiten sefiales al interior celular que eventualmente
regulan procesos como motilidad, proliferacion y supervivencia. La
desregulacion de AF ha sido asociada con radio-quimio-resistencia
(Storch y Cordes, 2012).

Para determinar si la expresion de RHBDD?2 afecta la expresion
génica de AF, medimos los genes PXN, FAK y TLN en ambos modelos
de lineas celulares, con y sin tratamiento con 5Fu. No se evidenciaron
diferencias en las células TOPO-RHBDD?2 comparadas con células Ct
en condiciones normales de cultivo (Fig. 4e). Sin embargo, después
del tratamiento con 5Fu (10 uM, 6 h) hubo una significativa induc-
cién de FAK y PXN en las células TOPO-RHBDD2 en comparacion
con las células Ct (Fig. 4f). Por el contrario, en las células HCT116, la
caida de RHBDD2 modifico la expresion de FAK en comparacion con
las células Ct (Fig. 4g). La expresion de PXN también se redujo, pero
no significativamente. No se observaron diferencias en ninguno de los
genes analizados después del tratamiento con 5Fu (Fig. 4h).
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Existe una conexion significativa entre el UPR y las AF. Se ha de-
mostrado que una sobreexpresion de BiP en el CCR aumenta la mi-
gracion celular y la invasion de la matriz extracelular a través de su
interaccion con la beta integrina y con FAK (Li ef al., 2013).

En general, estos resultados indican que la expresion de RHBDD2
tiene un impacto en la expresion de FAK o PXN, lo que explicaria en
parte las alteraciones observadas en los procesos de adhesion y mi-
gracion.

La alta expresion de RHBDD2 en tumores rectales
después del tratamiento neoadyuvante se asocia con mal
pronostico

La siguiente etapa en este estudio fue evaluar por IHC la presencia de
la proteina RHBDD?2 en 38 muestras de tumor de CR provenientes
de 19 pacientes antes y después de haber recibido tratamiento neo-
adyuvante. RHBDD2 mostrd reaccién positiva en todas las muestras
pretratadas (19 casos de 19) con una prevalencia de moderada a alta
intensidad de tincidn. En el escenario posterior al tratamiento, hubo
mas variabilidad entre las muestras y una reduccién significativa en
la expresion de RHBDD?2 en comparacion con las muestras antes del
tratamiento (Fig. 5a-panel superior, b). Sin embargo, hubo un grupo
reducido de muestras en las que la expresion de RHBDD2 perma-
neci6 alta después del tratamiento (Fig. 5a-panel inferior, b). A nivel
intratumoral se observé un aumento de la expresion de RHBDD2 en
la secuencia normal adyacente a tumor-mucosa alterada-tumor inva-
sor (Fig. 5¢) Teniendo en cuenta los datos clinicos de los pacientes,
se encontrd una asociacion significativa entre las muestras que mos-
traron elevada expresiéon de RHBDD2 después del tratamiento y el
desarrollo de ganglios linfaticos o metastasis a distancia (valor de p =
0,0181, Fig. 5d).

Estos datos sugieren que la mayor expresiéon de RHBDD?2 en una
muestra pos-tratamiento se asocia a progresion de la enfermedad y
en consecuencia baja respuesta al mismo. Asimismo, estos resultados
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Figura 5: Expresion de la proteina RHBDD2 en muestras de tumor rectal antes
y después del tratamiento neoadyuvante. a) Expresion de RHBDD? (tincién
marrén) en muestras pareadas de cdncer de recto. Todas las biopsias analizadas
mostraron una expresion de RHBDD2 de moderada a alta antes del tratamiento,
que disminuyé notablemente en la mayoria de las muestras después del mismo
(panel superior); sin embargo, hubo un grupo reducido de muestras pareadas en
las que la expresion de RHBDD2 permanecio alta después del tratamiento (panel
inferior). b) La reduccion en la expresion se evidencio tanto en la intensidad como
en la distribucién de la expresion en el tejido analizado (% de expresion) siendo
significativo en ambos casos. ¢) La variacion en la expresion de RHBDD2 también
se observé a nivel intratumoral. El panel superior muestra tres microfotografias
(10 x) tomado de la misma seccion de tejido de una biopsia del paciente después
de recibir neoadyuvancia. De izquierda a derecha, se observa una secuencia de
malignizacién junto a un aumento en la expresién de RHBDD?2. Del mismo modo,
en el panel inferior se muestra una seccién de tejido obtenida de una biopsia de un
paciente pretratado. En la misma fotografia (10 x) se observa la aparente mucosa
normal adyacente al tumor que invade las capas musculares. Aunque RHBDD2
mostré una expresion moderada en la mucosa normal aparente, se incrementa
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notablemente en las células tumorales invasivas (flechas rojas). A la derecha,
se muestra la ampliacién (40x) de ambas regiones d) En base a la expresion de
RHBDD?2, las muestras posteriores al tratamiento se clasificaron en dos grupos:
Baja expresion después del tratamiento (LEAT) y alta expresién después del
tratamiento (HEAT). Se obtuvo una asociacion significativa entre el grupo HEAT
y la presencia de ganglios linfaticos o incluso metdstasis a distancia (Mtts).
*p =0,0181.
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Figura 6: Figura resumen de los resultados mds relevantes del estudio.

son consistentes con un estudio previo en el que demostramos que
la sobreexpresion de RHBDD2 en el cdncer de mama se asocia con
invasion de ganglios linfaticos (Abba et al., 2009). Por otro lado, re-
cientemente se demostré que RHBDDI, un pariente muy cercano de
RHBDD?2, promueve la metastasis de CCR a través de la via de sena-
lizacion Wnt (Zhang et al., 2018).
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Conclusiones

La Fig. 6 resume los resultados relevantes del estudio. La expresion
inducida de RHBDD2 confiere resistencia al tratamiento con 5Fu en
células de CCR. RHBDD? favorece los procesos de proliferacion, ad-
hesién y migracion celular. Modula directa o indirectamente la ex-
presion de los genes del UPR BiP, PERK y CHOP, y los genes de AF
FAK y PXN.En tumores de cancer de recto la elevada expresion de
RHBDD?2 luego de la neoadyuvancia esta relacionada con progresion
de la enfermedad y un fenotipo metastasico. Monitorear la expresion
de RHBDD?2 durante el tratamiento neoadyuvante permitiria mejorar
las decisiones de tratamiento durante la estrategia watch and wait.
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IDENTIFICACION Y VALIDACION DE ARNS
LARGOS NO CODIFICANTES (LNCRNAS)
CON IMPLICANCIA CLINICA EN EL
CANCER COLORRECTAL Y ADENOMAS

EN EL CONTEXTO DE LOS SUBTIPOS
MOLECULARES CONSENSO

Lacunza, Ezequiel

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer mas comun en
el mundo; es responsable del 10% de las muertes causadas por can-
cer (De Rosa et al., 2015; Bray et al., 2018). En Argentina segun la
IARC (Agencia Internacional de Investigacion sobre Canceres') es
el 2do cancer mas frecuente en ambos sexos. Si bien ha habido una
disminucién general en la mortalidad, el CCR se esta diagnosticando
en etapas mas avanzadas de la enfermedad y a una edad mas joven
(45-50 anos), lo que probablemente refleja cambios en el riesgo de
enfermedad subyacente de etiologia atin desconocida.

El CCR puede ser tratado mediante cirugia, quimioterapia (FOL-
FOX, FOLFIRI, CAPEOX) radioterapia y terapia dirigida (Cetuximab,
Panitumimab, Bevacizumab). La eleccién del tratamiento dependera
del estadio del cancer, la salud del paciente y la presencia de mutacio-
nes genéticas especificas. Sin embargo, la respuesta de los pacientes a
los tratamientos puede variar debido a la heterogeneidad molecular
de la enfermedad y su variabilidad bioldgica y clinica, lo que subra-
ya la importancia del conocimiento de las bases moleculares de cada

1 Para acceder a mas informacion, visitar: https://www.iarc.who.int/
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paciente y la realizacién de estudios personalizados para un mejor
prondstico en el contexto de la medicina de precision (Fearon, 2011;
Palma et al.,2016; Dekker et al., 2019; Di Nicolantonio et al., 2021).

La mayoria de los CCR progresan desde el epitelio normal, a tra-
vés de un adenoma precursor benigno, mediante la acumulacién de
alteraciones genéticas en oncogenes (p. ¢j., KRAS, BRAF, PIK3CA)
y genes supresores de tumores (p. ej., APC, TP53, SMAD4) y abe-
rraciones epigenéticas adicionales que estan fuertemente implicadas
en la iniciacion y progresion del CCR 3. A nivel estructural, la ines-
tabilidad cromosdmica (CIN) ayuda a promover la invasién tumo-
ral. De hecho, los desequilibrios en el nimero de cromosomas y la
pérdida de heterocigosidad se observan en el 85 % de los tumores de
CCR invasivos (The Cancer Genome Atlas Network, 2021). Ademads,
aproximadamente el 15% de los tumores colorrectales en etapa tem-
prana se caracterizan por una deficiencia en la reparacion de errores
de emparejamiento de ADN (MMR) secundaria, principalmente a la
inactivacion epigenética de MLH]I; lo que da lugar a hipermutacion e
inestabilidad de microsatélites (MSI) (Vilar y Tabernero, 2013).

La expresion génica estd estrechamente relacionada con el feno-
tipo celular y el comportamiento del tumor y se ha utilizado amplia-
mente para identificar subtipos bioldgicamente homogéneos de la
enfermedad. A nivel transcriptomico, Guinney et al. (2015) utilizaron
perfiles basados en la expresion génica a gran escala de tumores de
CCR primarios para identificar cuatro subtipos moleculares de con-
senso (CMS) distintos con caracteristicas bioldgicas distinguidas: (i)
CMS]1, caracterizado por hipermutacién, MSI, enriquecimiento en
mutacion BRAF-V600E y fuerte activacion inmunologica; (i) CMS2,
un subtipo ‘candnico’ con marcada activacion de la via de senalizacion
de WNT y MYC y dependencia del receptor del factor de crecimien-
to epidérmico (EGFR); (iii) CMS3, enriquecido para mutaciones de
KRAS y desregulacion metabolica evidente; y (iv) CMS4, un subti-
po mesenquimatoso, con activacion prominente del factor de creci-
miento transformante (TGFp), un microambiente inmunosupresor,
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invasion del estroma y activacion de la angiogénesis (Ibid., 2015). En
un estudio posterior, sobre una gran cohorte de polipos colorrecta-
les esporadicos y hereditarios se revelé que CMS2 y CMS1 son los
principales subtipos en la premalignidad (Chang et al., 2018). En este
sentido la poliposis adenomatosa familiar, el sindrome de Lynch y los
polipos adenomatosos convencionales poseen un fenotipo CMS2-
epitelial canonico pudiendo progresar hacia la malignidad a los otros
subtipos CMS dependiendo del microambiente tumoral y la activa-
cion de las vias moleculares subyacentes al tumor. Por otro lado, los
adenomas serrados sésiles y los polipos hiperplasicos parten de un
subtipo CMS1 pudiendo progresar hacia un CMS4 con peor pronos-
tico (Chang et al., Dienstmann et al., 2017).

La clasificacion CMS representa al momento la mejor descripcion
de la heterogeneidad molecular del CCR y tiene un claro potencial de
uso clinico para predecir tanto el prondstico como la respuesta a las
terapias (Dienstmann et al., 2017). Estudios prospectivos estan apo-
yando la implementacion de la taxonomia CMS en la practica clinica
(Ten Hoorn et al., 2021).

Los ARN largos no codificantes (LncRNAs, del inglés Long non
coding RNAs) se definen como ARNs que no codifican para proteinas
y que superan los 200 nucledtidos de longitud. Poseen un rol clave
en la regulacién de la dindmica de la cromatina, la expresion génica,
la regulacion epigenética, el crecimiento y la diferenciacion (Kopp y
Mendell, 2018). Un numero creciente de estudios ha demostrado la
expresion aberrante de LncRNAs en canceres humanos (Bhan, Solei-
mani y Mandal, 2017). En una serie de estudios previos identificamos
LncRNAs especificos como inductores pro-oncogénicos en etapas
tempranas del cancer de mama o asociados a tumorigénesis en el con-
texto de infeccion por el virus del sarcoma de Kaposi (KSHV), lo que
indica su papel relevante en el inicio y/o la progresion tumoral (Abba
et al., 2020; Fabre et al., 2022; Naipauer et al., 2021).

Se ha demostrado que la desregulacion de LncRNAs esta estrecha-
mente relacionada con el desarrollo y la progresion del CCR (Yang,
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Junjie, Sanjun y Ma, 2017). Algunos LncRNA estan sobreexpresa-
dos en los tumores y actian como oncogenes, mientras que otros se
encuentran sub-expresados y actuan como supresores de tumores
(Ragusa et al., 2015). Se pueden encontrar en los componentes de
la sangre periférica, incluidos el suero y el plasma, lo que facilita su
identificacién por métodos poco invasivos (Xie et al., 2016). Se ha
demostrado que pueden ser biomarcadores efectivos para ayudar en
la deteccion temprana del cancer y la prevencion de adenomas colo-
rrectales que se convierten en tumores malignos (Xu, Qi y Du, 2014;
Chen et al., 2021).

La integracion de los LncRNAs con la clasificacion molecular del
CCR es un aspecto aun poco estudiado. Estratificar a los tumores en
los subtipos CMS en ensayos clinicos reside en el perfil de expresion
transcripcional de mas de 200 genes codificantes (Guinney et al.,
2018; Morris et al., 2021), lo que constituye una de las limitaciones
para su interpretacion e implementacion definitiva en la préctica cli-
nica. Al momento no existen signatures de LncRNAs asociados a los
subtipos CMS.

La videocolonoscopia de deteccion es el método preventivo indi-
cado a partir de los 45 afos para examinar minuciosamente el colon
y recto y posibilitar la deteccion y extirpacion de pélipos previniendo
el CCR. La introduccién de la colonoscopia como método de pre-
vencion permitié la deteccién generalizada de adenomas precance-
rosos y canceres asintomaticos prevalentes en etapas mas tempranas
del diagndstico. Estas observaciones destacan un desafio importante
para comprender mejor la diversidad molecular de los adenomas y de
los tumores y desarrollar enfoques especificos para la prevencion y
tratamiento de la enfermedad en el marco de la medicina de precision.

La desregulacion en la expresion de los LncRNAs contribuye con
el proceso de tumorigénesis colorrectal e impacta en las manifestacio-
nes clinicas, como el tamafio del tumor, la metastasis en los ganglios
linféticos, el estadio TNM, la diferenciacion, la invasidn, la supervi-
vencia del paciente y el resultado del tratamiento. Estos hallazgos ha-
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cen que los LncRNAs sean atractivos como biomarcadores y blancos
terapéuticos en el cancer.

Al momento, no existen signatures de LncRNAs que sean distinti-
vos de lesiones precancerosas del CCR ni de los subtipos moleculares
que definen a los tumores. Estos repertorios de LncRNAs podrian ser
evaluados en modelos preclinicos y en muestras de tumores y plasma
de pacientes a fin de considerarlos herramientas moleculares especi-
ficas que puedan tener valor clasificador, diagnostico, pronostico o
predictivo.

El objetivo del presente estudio fue identificar y validar paneles de
LncRNAs con implicancias clinicas en adenomas y tumores colorrec-
tales en el contexto de los subtipos moleculares consenso, que permi-
tan la caracterizacion de biomarcadores especificos para cada subtipo,
con el fin de mejorar la precision en el diagnostico y el tratamiento de
esta enfermedad.

Materiales y métodos
Andlisis Bioinformadtico

Como indica la figura 1A, a partir de datos de expresion de ARNseq
de 628 tumores primarios de CCR de GDC-TCGA-COREAD, descar-
gados de UCSC Xena Browser, los clasificamos en los subtipos CMS
con la herramienta CMScaller. Segtin un templado de 485 genes codi-
ficantes, anotamos los LncRNAs y aplicamos DESeq2 para la compa-
racion de cada CMS (CMSKk) frente al resto (CMSK-k; pvalue <0.05,
LogFC> 2).

Las listas obtenidas de los LncRNA sobreexpresados y exclusivos
de cada CMS se evaluaron de acuerdo con las caracteristicas molecu-
lares del CCR, y el componente tumoral inmune, estromal o epitelial,
utilizando el algoritmo ESTIMATE. Realizamos un analisis mediante
curvas ROC con el paquete pRoc R/Biocondcutor con el fin de obte-
ner el repertorio de LncRNAs con mejor desempeiio clasificador (Fi-
gura 2 A-B). La supervivencia global se estimé mediante el método
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Figura 1: Analisis transcripcional para la identificacion de LncRNAs asociados a
los subtipos CMS sobre datos de GDC-TCGA-COREAD. A. Esquema simplificado
del flujo metodoldgico. B. Mapa de calor del perfil de expresion de los LncRNAs
diferencialmente sobreexpresados (FC>2, padj<0.001) en cada subtipo (CMSk)
respecto al resto (CMSK-k) en los tumores de CCR. Segiin ESTIMATE se
observa que los LncRNA-CMS1 se sobreexpresan en tumores enriquecidos en el
componente inmune; los LncRNA-CMS4 se caracterizan por estar sobreexpresados
en tumores con alto componente estromal; el bajo score observado en los tumores
que expresan LncRNA-CMS2 y LncRNA-CMS3 coincide con el fenotipo epitelial de
ambos subtipos CMS.

de Kaplan Meier (Figura 2 C-F). Por otro lado, a fin de determinar
LncRNAs que estén desregulados en adenomas y en una etapa tem-
prana de la carcinogénesis colorrectal, realizamos un andlisis trans-
cripcional de los mismos integrando diferentes estudios obtenidos de
GEO, conteniendo muestras de mucosa normal, pdlipos hiperplasicos
(PH) y adenomas serrados y tubulares. Se procesaron con el paquete
affy; para la integracion y correccion del efecto de batch se empled el
paquete sva, ambos en R/Bioconductor.

Cohorte de estudio y obtencion de muestras

El estudio se llevo a cabo en colaboracion con el Hospital General de
Agudos (HIGA) San Roque-Gonnet de La Plata. La cohorte de estudio
incluy¢ individuos sanos y pacientes con adenomas o cancer colorrec-
tal (CCR) en estadios I-IV, reclutando participantes que cumplian con
los criterios de inclusion/exclusion. Los criterios de inclusion abar-
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Figura 2: Signatures LncRNA-CMSk, valor clasificador y prondstico A. Mapa
de calor que representa el perfil de expresion de los signatures LncRNA-CMSk
resultantes con mejor desemperio clasificador segiin el andlisis de ROC. A la
derecha se indica el simbolo del gen, a la izquierda, se sefialan las veces de cambio
(Fold change) de cada LncRNA en cada subtipo (CMSk) versus el resto (CMSK-k)
B. Curvas ROC y valores del drea bajo la curva (AUC) para los 4 signatures E-H.
Mapas de calor y curvas de Kaplan Meier representando el perfil de expresion y
el valor prondstico (supervivencia global) de los signatures LncRNA-CMSk en los
pacientes estratificados en los grupos bajo riesgo (azul) y alto riesgo (rojo) segiin el
puntaje de riesgo ordenado de modo ascendente de izquierda a derecha. Las puntas
de flecha sefialan los LncRNAs representativos de cada signature cuyos niveles de
expresion altos discriminan pacientes con alto riesgo (C, F) o bajo riesgo (D, E).
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caron a individuos asintomaticos que buscaban la videocolonoscopia
de screening, pacientes con diagnodstico previo de pélipos o CCR sin
tratamiento resectivo, y pacientes sintomaticos con lesiones detecta-
das durante la videocolonoscopia diagnostica. Los procedimientos
incluyeron la obtenciéon de muestras de sangre y biopsias, preservadas
y almacenadas para andlisis posterior.

Identificacién y medicion de LncRNAs mediante RT-qPCR

Se determinaron los niveles de expresion de LncRNAs en muestras
pareadas de plasma y biopsias mediante la purificacion de ARN y el
analisis RT-qPCR. Se aislé el ARN total de las muestras de plasma uti-
lizando el kit Plasma/Serum Total cfc-Nucleic Acid Advanced Purifi-
cation Kit (Norgen, Biotek Corp) y el kit Total RNA Purification Kit
(Norgen, Biotek Corp) para las biopsias, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo
con qScript XLT one-step RT-qPCR ToughMix (Quanta BioSciences
Inc.) en un sistema de PCR en tiempo real AriaMx Agilent. La norma-
lizacion de los ensayos se realizo respecto a la expresion de RNA18S
0 5S mediante el método del ciclo de umbral comparativo (2—AACt).
Se disefiaron las secuencias de cebadores utilizando el software Uni-
pro U-Gene?, ya contando con cebadores para la mayoria de los can-
didatos a evaluar. Para LncRNAs que generan varios transcriptos, se
alinearon las secuencias y se disefiaron cebadores sobre las regiones
consenso, priorizando el extremo (Fearon, 2011). Se asegurd que el
cebador Forward y el Reverse mapearan en exones distintos, con un
intrén de por medio, y con un rango de amplicén resultante de 150 a
400 pb. Los productos de amplificacion se verificaron y corrieron en
geles de agarosa 1% coloreados con gel Green.

2 Para acceder a mas informacion: http://ugene.net/
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Resultados
Identificacion de LncRNAs especificos de los subtipos CMS

La figura 1A resume el flujo metodoldgico. Brevemente, se obtuvie-
ron datos de expresion de ARNseq de 628 tumores primarios de CCR
de GDC-TCGA-COREAD descargados de UCSC Xena Browser®. Se
generaron las matrices de expresion (genes codificantes y no codifi-
cantes) y se anotaron los datos clinicos de los pacientes. Las mues-
tras tumorales fueron clasificadas en los subtipos moleculares intrin-
secos mediante la herramienta CMScaller segun la expresion de un
templado de 485 genes codificantes (Eide et al., 2017). Luego de la
clasificacion y el filtrado (se eliminaron las muestras no asignadas
a un subtipo CMS y los LncRNAs con expresion en menos del 60%
de los tumores), se establecio la matriz de expresion resultante: 5564
LncRNAs x 603 muestras tumorales. Se realiz6 la comparacién entre
los subtipos mediante el paquete limma R/Bioconductor y se obtu-
vieron los LncRNA distintivos (signature) y sobreexpresados (FC>2,
p ajustado<0.01, FDR<0.05) en cada CMS (CMSk) respecto al resto
(CMSK-k): LncRNA-CMSI1 (n=112); LncRNA-CMS2 (n=28); LncR-
NA-CMS3 (n=65) y LncRNA-CMS4 (n= 147) (FigurelB). A fin de
determinar el componente tumoral que pueda estar mayoritariamen-
te expresando a los LncRNAs de cada subtipo CMS se realizo la cla-
sificacion de los tumores segun el algoritmo ESTIMATE (Yoshihara
et al., 2021). Se observd que el signature LncRNA-CMSI se asocia
a tumores enriquecidos en el componente inmune (p<0.01); LncR-
NA-CMS2 y LncRNA-CMS3 en el componente epitelial (p<0.01) y
LncRNA-CMS4 en el componente estromal (p<0.0001) y el compo-
nente inmune (p<0.01) (FigurelB). Estos resultados recapitulan la na-
turaleza intrinseca de los subtipos CMS y arrojan informacién sobre
el rol que puedan tener los LncRNAs sobre la biologia tumoral. Al res-
pecto, los identificados en tumores CMS4, de caracter mesenquimal,
podrian ser fundamentalmente expresados por células del estroma,

3 Para acceder a mas informacion: http://xena.ucsc.edu/
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lo que sugiere un rol relevante de los mismos en la configuracion del
microambiente tumoral.

Para obtener el repertorio de LncRNA con mejor desempeiio cla-
sificador realizamos un analisis mediante curvas ROC con el paque-
te pRoc R/Bioconductor considerando los niveles de expresion para
cada LncRNA-CMSk (Figure 2A).

Los signatures resultantes quedaron constituidos por 10 genes
para LncRNA-CMS1 (AUC=0.862), 8 genes para LncRNA-CMS2
(AUC=0.806), 9 genes para LncRNA-CMS3 (AUC=0.897) y 16 genes
para LncRNA-CMS4 (AUC=0.924) (Figure 2B). Los LncRNA-CMSk
se ajustaron a un modelo de regresion de Cox en el conjunto de to-
das las muestras. Se construy6 una férmula de puntaje de riesgo para
cada signature ponderada por los coeficientes de regresion de Cox es-
timados para cada LncRNA de cada signature mediante los paquetes
survival y ggrisk R/Bioconductor. Los pacientes con puntaje de riesgo
asignado fueron clasificados en grupos de alto o bajo riesgo utilizan-
do la mediana como punto de corte (Figure 2C-F). La supervivencia
global se estimé mediante el método de Kaplan-Meier. La prueba de
rango logaritmico fue utilizada para determinar las diferencias de su-
pervivencia entre los grupos (Figure 2C-F).

Los cuatro signatures demostraron una eficiencia que va desde
muy buena (AUC>8) hasta excelente (AUC>9) en la discrimina-
cién de subtipos moleculares (Figure 2B). Ademds, los signatures
LncRNA-CMS1, LncRNA-CMS3 y LncRNA-CMS4 mostraron un
valor pronoéstico significativo (p<0.05) (Figure 2C-F). En el caso de
LncRNA-CMS1, los pacientes de alto riesgo exhibieron una mayor
expresion de los LncRNAs asociados, especialmente AFAP1-ASI1,
LINC00941 y LOXL-AS1, segun se observa en el mapa de calor de la
Figura (Figure 2C). Contrariamente, LncRNA-CMS3 reveld que los
pacientes de alto riesgo con peor pronéstico mostraron una marcada
disminucion en la expresion de los LncRNAs, sugiriendo un papel su-
presor de tumor (Figure 2E), con LINC00261 y CTD2547H18.1 como
principales reguladores (Figure 2E). Por tltimo, el signature LncR-
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NA-CMS4 presenté un valor prondstico significativo asociado a la
mayor expresion en pacientes de alto riesgo, destacando LINC00702 y
MIR99AHG (Figure 2F). El repertorio de LncRNA-CMS2 mostrd una
tendencia, aunque no significativa, a un mejor prondstico cuando esta
sobreexpresado, con LINC01315, RP11401P9.7 y LINC01214 como
destacados (Figure 2D).

Identificacion de LncRNAs distintivos de etapas
tempranas de la carcinogénesis colorrectal

A fin de determinar LncRNAs que estén desregulados en adenomas y
en una etapa temprana de la carcinogénesis colorrectal, realizamos un
analisis transcripcional de los mismos integrando diferentes estudios
(GSE10714, GSE19963, GSE4183, GSE45270, GSE8671, GSE79462)
obtenidos de GEO?, conteniendo muestras de mucosa normal, pélipos
hiperplasicos (PH) y adenomas serrados y tubulares. Obtuvimos una
matriz de expresion para un total de 5400 LncRNAs en 128 muestras
(46 normales, 16 PH y 67 adenomas). Clasificamos las muestras en
los subtipos CMS, siendo predominante CMS2 en adenomas, seguido
de CMS1 en PH. Realizamos la comparacion Normal vs Adenomas
(tubulares y serrados) e identificamos 300 LncRNAs diferencialmen-
te expresados (FC>2, p<0.01). En la figura 4 se indican los mas sig-
nificativos (Figure 3A). Entre ellos, destacamos los top-5 (CRNDE,
PVTI1, UCAL, LINCO01315 y ZFAS1) (Figure 3B); como potenciales
marcadores a evaluar, debido a cumplir con alguno de los siguientes
criterios: a) Mostraron las mayores diferencias Normal-Adenoma; b)
Se expresan en la mayoria de las muestras; ¢) Poseen niveles altos de
expresion; ¢) Han sido asociados previamente a progresion de CCR
en etapas tempranas o avanzadas de la enfermedad 28-30; d) Han sido
detectados en plasma de pacientes con CCR (Liu et al., 2016; Jiang et
al., 2017).

4 Para acceder a mas informacion: www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Figura 3: LncRNAs asociados a adenomas colorrectales. A. Mapa de calor en el
que se observan los LncRNAs mds diferencialmente expresados entre muestras de
mucosa normal, polipos hiperpldsicos (PH) y adenomas (FC>2, p<0.001). B. Perfil
de expresion de los top-5 LncRNAs seleccionados para evaluar en pacientes con
adenomas. C. Perfil de expresion de los LncRNAs seleccionados en la comparacion
Normal vs Estadio I (Stagel) y Normal vs Tumor.

Indagamos luego si los LncRNAs seleccionados se encuentran
igualmente desregulados en la comparacion Normal vs Estadio I
(Stagel; AJCC) y Normal vs Tumores en los datos del TCGA-CO-
READ. Los cinco candidatos mostraron niveles de expresion signi-
ficativamente mas altos (p<0.01) frente a tumores en el estadio ini-
cial de la carcinogénesis colorrectal y frente a tumores en general,
independientemente del estadio (Figure 3C); lo que sefiala el caracter
pro-oncogénico de estos LnCRNAs. Vale destacar que el repertorio
de LncRNAs asociados a adenomas es distinto al establecido para los
cuatros subtipos CMS. La menor variacién de subtipos entre muestras
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de adenomas (en comparacion con los tumores) seria coincidente con
lo postulado por Chang et al. (2018), en el que demuestran que los
adenomas esporadicos son en su mayoria del subtipo CMS2, es decir
de caracteristicas moleculares similares, y que en la progresion hacia
la malignidad se diversificarian en los otros subtipos dependiendo de
qué via molecular de la carcinogénesis colorrectal se active (Ibid.).

Identificacion y medicion de LncRNAs mediante
RT-qPCR en muestras de tejido y plasma

Para evaluar y validar la detectabilidad de algunos LncRNAs candi-
datos, se obtuvieron muestras de biopsias tisulares y liquidas de par-
ticipantes del estudio. La mediciéon de los LncRNAs seleccionados
(EGFR1-AS1, COLCAI, AFAP1-AS1, UCA1) fue exitosa, revelando
variaciones de expresion en la comparacion entre tejido normal y tu-
moral, asi como entre diferentes muestras tumorales y controles. Es-
tos resultados destacan la heterogeneidad molecular subyacente en el
cancer colorrectal (Figura 4). EGFR1-AS1 y AFAP1-AS1 mostraron
mayores niveles de expresion en tumores en comparacion con tejido
normal (Figura 4 A-B). Ademas, algunos tumores exhibieron niveles
significativamente mas altos de expresion de COLCA1, EGFR-AS1 y
UCAL, sugiriendo una posicién potencial entre los subtipos CMS2 y
CMS3 (Figura 4 B-C).

Adicionalmente, se evalud la detectabilidad y los niveles de expre-
sién de los LncRNAs EGFR-AS1 y COLCAL en el plasma de indi-
viduos sanos y en aquellos con tumores. De manera notable, ambos
LncRNAs fueron detectados en el plasma, y COLCAL, en particular,
exhibié niveles significativamente mas elevados en individuos con
tumores en comparacion con los individuos sanos. Estos hallazgos
sugieren que COLCALI podria ser un biomarcador de interés que me-
rece un estudio mas detenido.
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Figura 4: Validacién clinica de los signatures de LncRNAs-CMSk. A-E. Perfil de
expresion y gel de electroforesis de LncRNAs candidatos evaluados en biopsias de
tejido obtenidas de 7 individuos sanos y 7 individuos con tumores colorrectales
E Perfil de expresion y gel de electroforesis de los LncRNAs EGFR-AS1 (CMS2) y
COLCA1 (CMS3) evaluados en plasma libre de células.

Conclusiones

Mediante andlisis bioinformatico pudimos identificar signatures de
LncRNAs distintivos de lesiones precancerosas y de tumores colo-
rrectales correspondientes a los subtipos CMS1-4. Pudimos validar la
detectabilidad de AFAP1-AS1, EGFR-AS1, HAND2-AS1, COLCAl y
UCAL1 en muestras de tejido y plasma tanto de individuos sanos como
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de aquellos con lesiones de CCR. Los LncRNA mostraron variabilidad
intertumoral, lo que define la heterogeneidad molecular entre los pa-
cientes. Se identificaron LncRNAs candidatos con expresion variable
en los modelos celulares lo que indica su potencial como biomarcado-
res de progresion y respuesta a terapia. Actualmente en su fase piloto
de validacion clinica este estudio aporta un enfoque cuantitativo de
tamizaje de LncRNAs especificos de lesiones precancerosas y tumo-
res colorrectales a partir de un método poco invasivo (extraccion de
sangre) o de practica de rutina preventiva (videocolonoscopia) con
potencial diagnéstico, prondstico y capacidad de estratificar tumores
en subtipos moleculares homogéneos. Adicionalmente, se evaluo la
detectabilidad y los niveles de expresion de los LncRNAs EGFR-AS1 y
COLCA1 en el plasma de individuos sanos y en aquellos con tumores.
De manera notable, ambos LncRNAs fueron detectados en el plasma,
y COLCAL, en particular, exhibid niveles significativamente mas ele-
vados en individuos con tumores en comparacion con los individuos
sanos. Estos hallazgos sugieren que COLCA1 podria ser un biomar-
cador de interés que merece un estudio mas detenido.
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EXPRESION DE HLA-G EN EL CARCINOMA
TRANSICIONAL DE VEJIGA

Moavro, Damian Ezequiel'

Introduccion

El cancer de vejiga es una de las neoplasias uroldgicas mas frecuentes,
representando la quinta causa de muerte en orden de frecuencia en
los paises occidentales, después de las neoplasias de pulmon, prosta-
ta, mama, colon y recto (Kumar, Abbas y Aster, 2015). En Argentina
afectan a casi el 3% de la poblacién, predominantemente en el sexo
masculino (Instituto Nacional del Cancer, 2020). Cerca del 95% de
los tumores de este drgano tienen un origen epitelial, siendo el mas
frecuente el denominado carcinoma urotelial o transicional (CT)
(aproximadamente el 80% de los casos), seguido del adenocarcinoma
y, en tercer lugar, el carcinoma epidermoide (Kumar, Abbas y Aster,
2015). Aunque el tamafio del tumor (T, segin el Comité Conjunto
Americano sobre el Cancer (AJCC) y la Unién Internacional para el
Control del Cancer (UICC)) no es el Gnico determinante de pronos-

1 Médico, Universidad Nacional de La Plata (UNLP). Especialista Jerarquizado en
Anatomia Patoldgica, Colegio de Médicos de la Provincia de Buenos Aires. Profesor
de Citologia, Histologia y Embriologia en la Facultad de Ciencias Médicas (UNLP).
Médico de Planta y Coordinador Docente de la Residencia de Anatomia Patoldgica,
Hospital Interzonal General de Agudos “General San Martin”, La Plata, Provincia de
Buenos Aires, Argentina.
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tico y tratamiento, actualmente, aquellas lesiones que no invaden la
capa muscular de la vejiga, clasificados como T1, reciben tratamien-
tos mds conservadores mediante reseccion tumoral unicamente, con
quimioterapia posterior o inmunoterapia intravesical con BCG (baci-
llus Calmette-Guérin). La invasion del musculo detrusor se clasifica
como estadio T2 e implica, en la mayoria de los casos, una cistectomia
radical (Consenso Nacional Inter-Sociedades para el Diagndstico y
Tratamiento del Cancer de Vejiga, 2013).

Un punto de control inmunitario (CI) recientemente descrito es
la molécula no clasica de clase I del antigeno leucocitario humano
G (HLA-G) (Carosella et al, 2015). En un comienzo se identifico su
implicancia en la tolerancia feto-materna y en el trasplante de tejidos
(Rouas-Freiss et al., 1997). Actualmente, la expresion del CI HLA-G
se ha observado en la mayoria de los diferentes tumores analizados.
Por ejemplo, se ha notificado una alta incidencia de expresion de
HLA-G en el carcinoma renal de células claras (RCC) (Bukur et al.,
2003; Rouas-Freiss et al., 2017; Tronik-Le Roux et al., 2017). El papel
del HLA-G como un CI, permitiria que el tumor escape al control del
sistema inmunitario del huésped, lo que se ha demostrado en mo-
delos murinos (Loumagne et al., 2014). Ademas, el HLA-G tiene un
efecto inhibidor mas amplio que cualquier otro CI, ya que puede blo-
quear todos los pasos de las respuestas antitumorales al actuar sobre
las células asesinas naturales (NK), los linfocitos B, los linfocitos T y
las células presentadoras de antigenos a través de la interaccion direc-
ta con sus principales receptores ILT2 e ILT4 (Carosella et al., 2015).
Asimismo, se evidencid la transcripcion del receptor ILT4 en células
RCC (Rouas-Freiss et al., 2017) y en cancer de pulmoén de células no
pequerias. En ambos casos, se demostré que el HLA-G promueve la
progresion tumoral y la metdstasis al aumentar los niveles del Factor
de crecimiento endotelial vascular-C (VEGF-C) (Zhang et al., 2015),
el mejor caracterizado y el mas eficientemente implicado en la lin-
fangiogénesis y la metdstasis linfatica (Zheng, 2014; Raica, Jitariu y
Cimpean, 2016; Cueni y Detmar, 2008). Se observaron resultados si-
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milares cuando se analizaron las lineas celulares de RCC primarias,
que también mostraron que la expresion del HLA-G se correlaciona
con una mayor expresion de VEGF-C (Garcia et al., 2020). En cuanto
al CT, Desgrandchamps et al. han demostrado una fuerte asociacion
entre la proporcion de linfocitos T CD8+ILT2+ circulantes y el ries-
go de recurrencia del carcinoma que no invade el musculo detrusor
(Desgrandchamps et al., 2018).

Objetivos

Con el objetivo de determinar la importancia de la expresion de este
importante CI, nos propusimos explorar, por primera vez en Argen-
tina, la expresion de HLA-G en la progresion del CT vesical, relacio-
nando su grado de malignidad con la sobrevida del paciente.

Objetivo General

Explorar la expresion de HLA-G en el Carcinoma Transicional de ve-
jiga en pacientes de un hospital publico de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina.

Objetivos Especificos

o Recibir la aprobacion del trabajo de investigacion por un comité
de bioética e investigacion.

« Obtener muestras de carcinomas de vejiga, de un Hospital Pu-
blico.

o Establecer el diagndstico de CT en cada uno de los casos obte-
nidos.

o Determinar el grado histoldgico y el estadio tumoral en cada
una de las muestras.

o Inmunomarcar HLA-G en la totalidad de las muestras.

o Agrupar las muestras de CT seguin la expresion de HLA-G ob-
servada en la inmunomarcacion.
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o Correlacionar el estadio tumoral y los grados histologicos con la
inmunomarcacion obtenida.

Hipotesis
La expresion de HLA-G en el Carcinoma Transicional esta relaciona-
da con el grado histoldgico y el estadio tumoral, por lo que la expre-

sion de este marcador podria ser utilizada como indicador pronéstico
de severidad clinica.

Materiales y Métodos
Pacientes

Se estudiaron 30 muestras de CT de vejiga obtenidas de resecciones
transuretrales o cistectomias, correspondientes a pacientes atendidos
en un hospital ptblico de la ciudad de La Plata. El rango de edad de
los pacientes fue de 49 a 71 anos (media 58), en su mayoria hombres
(21 casos). Ademas, se accedio a la historia clinica de cada paciente
para determinar la presencia de factores de riesgo conocidos y la su-
pervivencia de cada uno.

El protocolo de actuaciéon para el manejo de las muestras, junto
con el proyecto de investigacion, fue aprobado por el Comité de Bioé-
tica y Etica en Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNLP (COBIMED).

Procesamiento de muestras y diagnéstico

Las muestras se fijaron en formol al 10 % y se procesaron de forma
rutinaria para el andlisis histoldgico. De cada caso se realizaron dos
cortes histologicos: uno para efectuar la caracterizacion histologica
del CT vy otro para realizar las técnicas de inmunohistoquimicas. El
primer corte obtenido de cada una de las muestras se tind con hema-
toxilina-eosina y se realizo el diagndstico neoplasico para cada una de
ellas segun la Clasificacion de Tumores de la Organizacién Mundial
de la Salud 2016 (Eble et al., 2016). Finalmente, se establecio el nivel

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.II 179



de invasién tumoral en cada muestra segtn la estadificaciéon AJCC/
UICC 2018 (TNM Classification of Malignant Tumours, 2018).

Inmunohistoquimica

Las secciones de cada una de las muestras utilizadas se incubaron
con el anticuerpo monoclonal especifico de ratéon, HLA-G Antibody
(4H84) de Santa Cruz Biotechnology, a una dilucién de 1:50 (Incuba-
cion 4°C durante la noche). A continuacidn, se utilizé el sistema En-
vision de Dako como sistema de deteccion y la 3’3-diaminobencidina
(DAB) de Sigma para la deteccién. Finalmente, se realiz6 una ligera
tincién de contraste con Hematoxilina.

Resultados
Diagnédstico y estadificacion de los casos

De los 30 casos analizados, 23 muestras (77%) corresponden a CT
de alto grado (Figura 1), de las cuales 19 (83%) comprometen la capa
muscular propria de la vejiga (pT2, segun el estadio patolégico). Siete
de las muestras (el 23% restante del total) presentaron CT de bajo
grado. En solo uno de estos ultimos casos, el musculo detrusor de la
vejiga estaba comprometido. En la tabla 1 se muestra la caracteriza-
cion de cada uno de los casos estudiados.

En cuanto a la presencia de factores de riesgo, de las historias cli-
nicas consultadas, solo 11 casos (37%) tenian antecedentes de taba-
quismo: 9 de estos correspondian a CT de alto grado y 2 a CT de
bajo grado (Figura 2). No se encontraron exposiciones ambientales o
infecciones.

Inmunomarcacion y sobrevida

En funcion del nivel de intensidad de la inmunomarcacién obtenida
para la expresion de HLA-G en células tumorales, todos los casos ana-
lizados se clasificaron en: leve, moderado e intenso.
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Figura 1. Carcinoma de células transicionales de alto grado con invasion de
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Figura 2. Proporcion de pacientes con historial de cigarillo.
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Figura 4. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
leve para HLA-G. 40X.

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENTIFICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.II 183



Figura 5. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
moderada para HLA-G. 40X.

Figura 6. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
intensa para HLA-G. 40X.
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Figura 7. Proporcién de muestras con inmunomarcacién para HLA-G
en Carcinoma de células transicionales de alto grado.

Del total de casos (23) de CT de alto grado, 21 muestras (91%)
presentaron inmunomarcacion para la expresion de HLA-G: 12 con
intensidad leve, 6 con intensidad moderada y 3 con intensidad mar-
cada, como se muestra en la Figura 7. Cuatro pacientes de este grupo
(CT de alto grado) no habian superado los 5 aflos de supervivencia,
de los cuales tres mostraron intensa positividad en la expresién de
HLA-G. La intensidad fue moderada en el cuarto caso.

Las muestras con CT de bajo grado (7 casos) han mostrado in-
munomarcacion nula o leve para la expresion de HLA-G (Figura 8) y
solo en uno de estos casos, el musculo detrusor estaba comprometido.
Todos estos pacientes tuvieron una supervivencia superior a 5 afios.

Conclusion

En Argentina, el cancer de vejiga corresponde a casi el 3% de las neo-
plasias que afectan a la poblacion, siendo la mds frecuente el deno-
minado carcinoma transicional (CT) (Instituto Nacional del Céancer,
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Figura 8. Proporcion de muestras con inmunomarcacion para HLA-G
en Carcinoma de células transicionales de bajo grado.

2020). En la serie de casos analizada en este estudio, la edad media
de las muestras obtenidas en el hospital publico fue de 58 afios, esta
media se encuentra por debajo del rango de edad establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud en su clasificacion de tumores del
aparato urinario, de 65 a 71 afios (Eble et al., 2016). Una probable ex-
plicacién para esto es que las muestras fueron obtenidas en un hospital
publico de alta complejidad que es un instituto de referencia regional,
por lo que se atiende a un nimero importante de pacientes, muchos
de los cuales son derivados de instituciones de menor complejidad.
Ademas, estos pacientes suelen presentar estadios patologicos avan-
zados, lo que explica que la mayoria de los casos (20 de un total de 30)
presenten CT de alto grado con compromiso de la capa muscular de
la vejiga (estadio patoldgico T2).

Mecanismos que atin no estan del todo claros provocan la expre-
sién anormal de HLA-G en determinadas patologias, como algunas
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neoplasias, como mecanismo para evadir el sistema inmunitario. En
cuanto a la expresion de HLA-G en los casos de CT vesical anali-
zados, 21 de los 23 casos de CT de alto grado (91%) han mostrado
positividad para HLA-G, por encima de lo publicado en otras series
(Desgrandchamps et al., 2018). Sin embargo, los casos analizados en
ese estudio previamente publicado corresponden exclusivamente a
carcinomas que no invaden el musculo detrusor de la vejiga. En el
presente trabajo, las muestras analizadas son en su mayoria de CT en
estadios avanzados de la enfermedad (estadio T2). En este estudio,
de las muestras que no involucran al musculo detrusor (10 en total),
6 presentaron positividad para la expresion de HLA-G y esta fue con
intensidad leve. Es por ello, que para establecer una frecuencia de ex-
presion regional de HLA-G, se debe aumentar el nimero de muestras
de CT sin afectacion de la muscular propia de la vejiga.

Se ha establecido que los pacientes con CT con afectacion del mus-
culo detrusor tienen una supervivencia a los 5 aos menor que los que
no la tienen, independientemente del grado histologico establecido
(Eble et al., 2016). En el presente trabajo, los pacientes con compromi-
so del detrusor (cuatro) tenian una expresion de HLA-G de moderada
a fuerte, por lo que podemos confirmar que la expresion de este CI se
correlaciona directamente con un mal pronostico. Ademas, tres de los
cuatro pacientes presentaban el consumo de tabaco como factor de
riesgo afadido.

Todos los datos mencionados permiten afirmar que la expresion
de HLA-G en células neoplasicas del CT vesical se asocia a una mayor
agresividad de la lesion (considerando el nivel de invasién) y a una
peor sobrevida (considerando un punto de corte de 5 afios). Por lo
tanto, seria de gran utilidad afiadir esta inmunomarcacion al panel
de inmunohistoquimica utilizado en el diagndstico de rutina de esta
neoplasia.
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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA:
EJEMPLO DE UNA VISION INTEGRAL Y
MICROBIOLOGICA EN EL MARCO “UNA
SALUD”. EL CASO DE ENTEROCOCCUS SPP!

Schell, Celia Maria®

Resumen

El objetivo fue analizar y caracterizar la estructura poblacional de
enterococos que causaban infecciones invasivas en pacientes de un
hospital publico argentino, coincidiendo con un periodo de 5 afios
de mayor recuperacién de enterococos resistentes a antimicrobia-
nos (2010-2014). La identificacion de especies (pruebas bioquimi-
cas y MALDI TOF-MY), la susceptibilidad antimicrobiana (difusion
por discos y CIM) y la relacién clonal (PFGE/MLST/BAPS) se de-
terminaron de acuerdo con protocolos validados. La produccion de
B-lactamasa se determin6 mediante prueba fenotipica y se confirmé
mediante PCR/secuenciacion. Los aislamientos se identificaron como
E. faecalis y E. faecium (proporcion 2:1). E. faecalis se agruparon en

1 Parte de los resultados presentados en el seminario fueron publicados en: Schell, CM;
Tedim, AP; Rodriguez-Bafios, M; Sparo, MD; Lissarrague, S; Basualdo, JA; Coque,
TM. Detection of B-Lactamase-Producing Enterococcus faecalis and Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecium Isolates in Human Invasive Infections in the Public
Hospital of Tandil, Argentina. Pathogens 2020, 9, 142.

2 Bioquimica. Universidad Nacional del Litoral. Dra. en Ciencias Médicas y
Especialista en Docencia Universitaria. Universidad Nacional de La Plata (UNLP).
Diplomada en Direccién y Gestiéon Universitaria. Universidad de Granada, Espana.
Profesora de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Ciencias Médicas (UNLP).
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25 tipos clonales (ST9/ST179/ST236/ST281/ST388/ST604/ST720), y
varios presentaron alto nivel de resistencia a gentamicina/estreptomi-
cina (ANRGE). Se detect6 un clon de secuencio tipo (ST): ST9 (bla+/
alto nivel de resistencia a gentamicina) en pacientes de diferentes salas
durante 2014. E. faecium se agrup6 en 10 tipos clonales (ST25/ST18/
ST19/ST52/ST792). Cinco E. faecium fueron resistentes a vancomici-
na (tres vanA y dos vanB). La recuperacion de un bla+/ST9-E. faeca-
lis, clon similar al descrito a fines de la década de 1980 en Argentina
sugiere la posibilidad de un reservorio oculto local. Estos resultados
reflejan la relevancia de la epidemiologia local para comprender la
estructura de la poblacion de esta bacteria, asi como la aparicion y
propagacion de resistencia antimicrobiana en los linajes clonales pre-
dominantes de enterococos.

Introduccion

Las bacterias que pertenecen al género Enterococcus son cocos Gram
positivos (células esféricas), integrantes del microbioma gastrointes-
tinal habitual del hombre y animales (Lebreton, Willems y Gimore,
2014). Fenotipicamente son anaerobios facultativos, catalasa negati-
vos y pueden observarse al microscopio dptico generalmente agrupa-
dos de a pares, formando cortas cadenas o ubicados aisladamente. Por
su versatilidad bioldgica y al ser eliminados por materia fecal, pueden
habitar diversos nichos ecoldgicos de la naturaleza; como cursos de
agua, plantas, insectos, vegetales, alimentos de origen animal y obje-
tos inanimados intrahospitalarios.

Enterococcus faecalis (80-90 %) y Enterococcus faecium (10 %) son
las especies aisladas con mayor frecuencia de muestras clinicas pro-
venientes de infecciones humanas documentadas (Arias y Murray,
2012).

Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii,
Enterococcus raffinosus, Enterococcus avium, Enterococcus casselifla-
vus, Enterococcus dispar, Enterococcus cecorum, Enterococcus malodo-
ratus, Enterococcus flavescens y Enterococcus durans, también pueden
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producir patologia infecciosa en el ser humano. Sin embargo, su fre-
cuencia de aislamiento a partir de muestras clinicas es mucho menor
(Narciso-Schiavon et al., 2015).

La ubicacion de estas bacterias en el tracto gastrointestinal y geni-
tourinario del hombre (cepas enddgenas), es una condicion que facili-
ta la capacidad para colonizar, persistir y continuar con el mecanismo
de patogénesis microbiana (Lebreton, Willems y Gilmore, 2014). Sin
embargo, también puede producirse una infecciéon por cepas exdge-
nas adaptadas al nicho hospitalario, en algun lugar anatémico del pa-
ciente, como resultado de la colonizacion y la multiplicacion excesiva
de enterococos resistentes.

Los Enterococcus poseen resistencia intrinseca a diversos antimi-
crobianos (ATM) y esta particularidad, acota las opciones terapéuti-
cas disponibles para su tratamiento y erradicacion. El tratamiento de
las infecciones graves por enterococos frecuentemente se ve perjudi-
cado por la resistencia intrinseca y/o adquirida a los ATM de primera
linea, es decir, los activos contra la pared celular (betalactimicos o
glucopéptidos) y los aminoglucésidos, que se combinan para lograr
un efecto bactericida (Moreira et al.,2016; Mercuro et al., 2018). La
resistencia a estas opciones terapéuticas se ha informado ampliamen-
te en los paises occidentales, pero la informacion de otros lugares, in-
cluida Argentina, aiin es escasa y proviene de estudios centrados en
la resistencia a los glucopéptidos (Guzman Prieto et al., 2016; Werner
et al., 2008; Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008); descripciones
tempranas de mecanismos emergentes de resistencia (produccion de
B-lactamasa) (Murray y Mederski- Samaroj, 1983); o estudios trans-
versales de vigilancia que solo incluyen algunos aislamientos de dife-
rentes ubicaciones geograficas® (Pfaller et al., 2019).

Respecto a la resistencia intrinseca a algunos ATM [-lactamicos
como las cefalosporinas y los carbapenémicos, la resistencia a penici-
lina se adquiere por mutaciones en las proteinas de unién a penicilina
(PBP) o, con menos frecuencia, por la produccion de una p-lactamasa

3 Para acceder a mas informacion, ingresar a https://resistancemap.cddep.org/
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(Conceigdo et al., 2014). La resistencia a las aminopenicilinas es muy
comun en E. faecium y se debe principalmente a mutaciones en la
PBP5 (Novaris et al., 2016) y, esporadicamente, a la produccién de
B-lactamasa (Sarti et al., 2012). Aunque la mayoria de los aislamien-
tos de E. faecalis son susceptibles a la penicilina, se han notificado E.
faecalis resistentes a la penicilina y sensibles a ampicilina (PRASEF)
desde finales de la década de 1980 en diferentes paises, incluida Ar-
gentina (Sarti ef al., 2012; Gagetti et al., 2019). Hasta la fecha, PRA-
SEF puede resultar de la produccion de B-lactamasa o mutaciones en
la PBP4 (Conceigdo et al., 2014). La resistencia a los glucopéptidos
esta mediada por una plétora de determinantes genéticos, siendo los
genotipos vanA (Tn1546) y vanB (Tn5382/Tn1547) los mas predomi-
nantes (Werner et al., 2008). El primer enterococo resistente a vanco-
micina (ERV) reportado en América Latina fue aislado en Mendoza,
Argentina, en 1996 de un paciente masculino de 7 afos tratado con
diferentes ATM vy fue identificado como E. faecium (vanA) (Marin
et al., 1998). Luego de este caso esporadico, en varios hospitales ar-
gentinos se detectd E. faecium portador de vanA o vanB en pacientes
colonizados o infectados (Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008;
Corso et al.,2007). La mayoria de estos ERV fueron E. faecium (vanA)
y, esporadicamente, E. faecalis y Enterococcus gallinarum (Corso et
al., 2007; Faccone et al., 2010).

La resistencia de alto nivel a gentamicina (RANG) en enterococos
se describid por primera vez en 1979 en Francia y, a fines de la década
de 1980, en diferentes paises, incluida Argentina, que a menudo se
asocia con E. faecalis productores de B-lactamasa (Murray,1992; Ho-
del- Christian y Murray, 1992). Datos recientes en el sitio del CDDEP*
revelaron que los aislamientos de E. faecium obtenidos a partir de in-
fecciones invasivas (bacteriemia y meningitis) fueron comtinmente
resistentes a ampicilina (>75 % - 80 %) y a vancomicina (60 % - 75
%), mientras que los aislamientos de E. faecalis aislados de las mismas

4 https://resistancemap.cddep.org/
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infecciones, rara vez fueron resistentes a los ATM activos contra la
pared celular en Argentina.

Adicionalmente, la caracterizacion de la estructura poblacional de
enterococos en diferentes hospitales del mundo ha sido muy bien es-
tudiada (Coque et al., 2005; Tedim et al., 2016; Kuo et al., 2018). Sin
embargo, en Argentina, la caracterizacion del ST de cepas de entero-
cocos aislados de entornos hospitalarios no es muy conocida. Sélo
escasos trabajos han comunicado la deteccion del ST17, confirmando
la circulacion de clones A y B pertenecientes al Complejo Clonal (CC)
17 para la especie E. faecium, lo cual indica que este CC es el principal
responsable de la emergencia y diseminacion de E. faecium vancomi-
cina resistentes (EFMVR) en nuestro pais (Faccone et al., 2010).

Caracterizar las cepas y el resistoma de cada institucion de salud,
es de elevada importancia ya que permite modificar y/o adecuar me-
didas de Bioseguridad vinculadas al uso racional y prudente de los
ATM en linea con los objetivos de la nueva Ley Nacional de Preven-
cién y control de la Resistencia a los ATM (Ley N° 27680).

Ademas, géneros como el descripto sirven como puntos de reco-
leccién y distribucion de elementos genéticos moviles, transmitien-
do una variedad de resistencias a los ATM a especies grampositivas y
gramnegativas, incluida la transmision de resistencia a vancomicina
de los enterococos a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a me-
ticilina (Courvalin, 1994; Weigel et al., 2003).

El Hospital Municipal Ramén Santamarina (HMRS) de la ciudad
de Tandil, Buenos Aires, es un hospital publico de tamafio mediano
que cubre atenciones de patologias agudas y cronicas de poblaciones
urbanas y rurales del partido de Tandil y alrededores. Durante el pe-
riodo comprendido entre 2010 a 2014, se elevo el aislamiento de cepas
de Enterococcus spp. con resistencia antimicrobiana en dicho nosoco-
mio.

Dada esta situacion, se diseid un estudio cuyo objetivo fue anali-
zar y caracterizar la estructura poblacional de enterococos que cau-
saban infecciones invasivas en pacientes internados en el HMRS,
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coincidiendo con un periodo de 5 aflos de mayor recuperaciéon de
enterococos resistentes a ATM.

Hipdtesis

Por el uso intensivo de ATM dentro y fuera del ambiente hospitalario,
en el HMRS, perteneciente al Sistema Integrado de Salud Publica del
Municipio de Tandil (SISPMT), Buenos Aires, se aislan especies mul-
tirresistentes del género Enterococcus de muestras clinicas obtenidas
por puncién, provenientes de infecciones invasivas humanas.

Objetivo general

Analizar y caracterizar la estructura poblacional de cepas de Entero-
coccus spp. causantes de infecciones invasivas en pacientes de un hos-
pital publico argentino durante el periodo 2010-2014.

Materiales y Métodos

Areay periodo de estudio: El HMRS integra juntamente con el Hos-
pital de Nifios Dr. Debilio Blanco Villegas (DBV) y el Hospital Enri-
que Larreta de la localidad de Maria Ignacia Vela, el SISPMT, Buenos
Aires, Republica Argentina. Se encuentra ubicado en el sudeste de
la provincia homoénima y depende de la Subsecretaria de Salud de la
Municipalidad de Tandil. Es un organismo descentralizado, de me-
diana complejidad, incluido en el régimen de hospitales publicos de
autogestion. El HMRS posee una gran zona de influencia que incluye
pacientes provenientes de otras localidades de la provincia como Aya-
cucho, Rauch, Loberia, Necochea y zonas cercanas a 80 y 90 km a la
redonda. En 2013 se realizaron un total de 19.899 consultas en todos
sus servicios y se registraron 5.348 internaciones. En el 2014, fueron
registradas 22.001 consultas.

Diseiio del estudio: El periodo de estudio de este proyecto estuvo
comprendido entre marzo de 2012 y diciembre de 2016. El disefio de
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investigacion fue observacional, descriptivo, retroprospectivo y de
corte transversal.

Unidad de observacion: Las cepas de Enterococcus spp. en prime-
ra instancia fueron recuperadas y aisladas de manera retrospectiva,
a partir de una coleccion de cepas de esta bacteria conservadas en
freezer (-20 °C) en el Centro Universitario de Estudios Microbiolo-
gicos y Parasitologicos (CUDEMyP), FCM-UNLP. Todas estas cepas
(n=16) pertenecian al cepario del CUDEMyP y correspondian a aisla-
dos provenientes de muestras clinicas obtenidas por puncién (unidad
de analisis) de pacientes internados en HMRS durante el afio/cohor-
te 2010. Posteriormente, se recolectaron prospectivamente, durante
2013 y 2014, n=47 cepas de Enterococcus spp. (segunda cohorte) de
muestras obtenidas por puncién de pacientes internados por presen-
tar diagndstico de infeccion invasiva. La poblacion total quedd con-
formada por N=63 cepas.

Identificacion de cepas de Enterococcus spp. por pruebas bioquimi-
cas y espectrometria de masas (MALDI TOF-MS): La caracteriza-
cién fenotipica se realizd por pruebas bioquimicas convencionales a
nivel de género y especie en cada colonia presuntiva de enterococos,
que desarroll6 en agar bilis esculina azida y en los demas medios de
cultivos, a 35 °C por 24 h. La confirmacién fue por MALDI TOF-MS
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).

Determinacion de la relacion clonal de los aislamientos por elec-
troforesis de campo pulsado (PFGE): La relacion clonal para evaluar
la vinculacién epidemioldgica de las cepas de enterococos, producto-
ras de infecciones invasivas, fue determinada analizando los pulso-
tipos obtenidos por PFGE (Electroforesis de Campo pulsado) segun
protocolo estandarizado.
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Caracterizacion genética de cepas seleccionadas de Enterococcus
spp. por Tipificacion de Secuencias en Multiples Loci (MLST) y de-
terminacion de la estructura genética poblacional: Para este estudio
se selecciond estratégicamente a un subconjunto de aislamientos de E.
faecalis y E. faecium, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
electroforesis de campo pulsado. También fueron seleccionadas cepas
que presentaron patrones de resistencia diferentes, siendo del mismo
clon, de modo tal de inferir conclusiones vinculadas con los resulta-
dos obtenidos por MLST y PEGE. Para determinar el Secuencio tipo
(ST) de cada cepa seleccionada, se colocé el nimero obtenido de cada
perfil alélico detectado por amplificacion y secuenciacion de los siete
genes en el esquema de MLST de cada bacteria.

Determinacion del perfil de resistencia in vitro frente a los ATM de
importancia clinica mediante pruebas cualitativas y cuantitativas
(CIM): El perfil de resistencia a los ATM se determin6 de manera
cualitativa utilizando el método de difusion por discos o Kirby Bauer,
y de manera cuantitativa por método epsilométrico (E-test), segtn los
instructivos de las guias establecidas por CLSI, 2016.

Deteccion fenotipica de produccion de p-lactamasa y secuencia-
cién del gen: La produccion de B-lactamasa se investigd mediante el
meétodo del disco de nitrocefin (Cefinase discs) utilizando un kit co-
mercial (Becton Dickinson, Argentina SRL.). Para la secuenciacion se
siguid el protocolo de McBride et al. (2007).

Determinacion de la presencia de genes de resistencia a glucopép-
tidos mediante técnicas de amplificacion génica: Sobre la base de
las secuencias de los genes de resistencia vanA, vanB, vanC, vanD,
vanE, vanG, etc.; fueron seleccionados cebadores especificos de cada
gen para amplificar por PCR, los fragmentos internos, siguiendo pro-
tocolos estandarizados.

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS / VOL.II 197



Analisis estadistico de los resultados: Medidas de estadistica des-
criptiva, de verificacién de diferencias (Chi (x*) cuadrado, pruebas no
paramétricas, con un nivel de significancia del 95 %), fueron utili-
zadas para el analisis y la expresion de los resultados. Hallazgos de
valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos
para las pruebas estadisticas aplicadas.

Aprobacion ética: Los registros de los pacientes se obtuvieron en
cumplimiento de la Ley Nacional N°® 25.326 art. 11 de “Proteccion
de Datos Personales” y la Ley Nacional N° 26529/10 “Derechos del
Paciente, Historia Clinica y Consentimiento Informado” de Argen-
tina, en linea con la declaracion de Helsinki. Los protocolos fueron
aprobados por el Comité de Investigacion del HMRS.

Resultados

Antecedentes epidemioldgicos de las cepas aisladas de infecciones
invasivas humanas en el HMRS

En esta investigacion, la poblaciéon quedd conformada por N=63 ce-
pas de Enterococcus spp. n=44 E. faecalis y n=19 E. faecium fueron
detectadas.

Todas las cepas fueron identificadas con pruebas bioquimicas con-
vencionales y confirmadas por MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania). Tanto E. faecalis como E. faecium se aislaron de
siete muestras clinicas (tres fluidos peritoneales, dos abscesos hepd-
ticos, un fluido abdominal, y un liquido sinovial). La edad de los pa-
cientes oscilo entre 16 y 92 anos (59 + 18,8 afios, 70% > 50 afos), la
mayoria con enfermedad de base (49%) y antecedentes de exposicion
a ATM (80%), principalmente a ciprofloxacina (23,6%), cefalexina
(18,2%) y ceftriaxona (14,5%). La tasa de mortalidad fue del 27,3%.

E. faecalis: Aproximadamente la mitad de los aislamientos de E. fae-
calis (47,7%) fueron sensibles a todos los ATM probados. Se detectd
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RANG (43,2%), a estreptomicina (22,7%) a ambas (13,6%) y resisten-
cia a fluoroquinolonas (20,4%, ciprofloxacina y levofloxacina), penici-
lina (11,4%) y cloranfenicol (2,3%). La produccion de B-lactamasa se
infiri6 para los cinco aislados de PRASEF en funcion del aumento de
5 mm en el didmetro de inhibicién de ampicilina-sulbactam en com-
paracion con ampicilina (27), prueba de nitrocefin positiva y la iden-
tificacién del gen de B-lactamasa de clase A, que confiere resistencia a
las aminopenicilinas (nimero de acceso de GenBank U43087.1). Los
aislamientos PRASEF exhibieron el mismo tipo PFGE, EFC-2, y se
clasificaron como ST9. El resto de las cepas E. faecalis se agrup6 en 24
tipos diferentes de PFGE. Ademas de EFC-2, los tipos de PFGE mas
comunes fueron EFC-7, EFC-16 y EFC-3, que corresponden a ST179,
ST281y ST720, respectivamente. ST720 fue un nuevo ST de E. faecalis
descrito aqui por primera vez.

E. faecium: Los aislados de E. faecium fueron resistentes a penicili-
na (47,4%), ampicilina y ampicilina/sulbactam, vancomicina (26,3%
cada uno), teicoplanina, levofloxacina y quinupristin-dalfopristin
(15,8% cada uno), ciprofloxacina y presentaron RANG (10,5%). To-
das las cepas de E. faecium fueron sensibles a linezolid, tigeciclina y
cloranfenicol. Tres cepas fueron multirresistentes (Magiorakos et al.,
2012). Las cepas de E. faecium se agruparon en 10 tipos diferentes
de PFGE, siendo predominantes: EFM-1, EFM-2 y EFM-4. EFM-1y
EFM-4 pertenecian a ST25-BAPS 2.3 y ST52-BAPS 7, respectivamen-
te. En este estudio se detectaron cinco cepas EFMVR (tres vanA y dos
vanB). Dos aislados de vanA tenian diferentes tipos de PEFGE (EFM-7
y EFM-9), pero ambos pertenecian a BAPS 3.1-ST792. La otra cepa
vanA vy las dos cepas vanB mostraron el mismo tipo PFGE, EFM-1, y
se identificaron como BAPS 2.3-ST25. Las dos cepas vanB se aislaron
de muestras de sangre y fluidos abdominales de pacientes con infec-
ciones del torrente sanguineo e intraabdominales documentadas en
las salas de cirugia y UTI (unidad terapia intensiva) en 2013 y 2014.
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Discusion

Este informe documenta la presencia de complejos clonales relevantes
de alto riesgo de E. faecalis y E. faecium (Guzman Prieto et al., 2016),
capaces de adquirir y diseminar genes resistentes a los ATM de prime-
ralinea. El clon ST9-PRASEF (bla+, RANG) de E. faecalis identificado
en este estudio, representa uno de los pocos bla+/E. faecalis descriptos
hasta la fecha, la mayoria de ellos documentados a fines de la déca-
da de 1980 en EE. UU.,, Libano, Canada y Argentina (Nallapareddy
et al., 2002). La aparente relacion entre los aislamientos de ST9-bla+
descritos aqui y los reportados en otro hospital de Buenos Aires en
1989, ambos con RANG, sugieren que este clon podria haber estado
circulando en nuestro medio desde fines de la década de 1980. Clones
endémicos de E. faecalis con mecanismos de resistencia poco frecuen-
tes, como la produccion de f-lactamasa o resistencia a vancomicina,
se han descrito previamente en regiones especificas de los EE. UU.,, ya
sea debido a un clon epidémico (ST6-bla+) (Murray, 1992; Hayakawa
et al., 2011) o un plasmido epidémico (Inc18-vanA) (Teddim et al.,
2015). Hasta la fecha, no se comprende bien por qué estas cepas resis-
tentes a los ATM permanecen aparentemente confinadas en regiones
especificas. La presencia de otros ST de E. faecalis como ST179, ST388
y ST720 (con RANG) en mas de un paciente en diferentes salas, re-
fleja la transmisibilidad de varios clones en el hospital bajo estudio.
Respecto a cepas de E. faecium caracterizadas en esta investigacion,
algunas de ellas, no pertenecian a los grupos clonales predominantes
en la mayoria de los hospitales del mundo, pertenecian a subgrupos
BAPS 3.3a (ST18 y ST17) o 2.1a (ST117, ST203 y ST80) (Gagetti et
al., 2019; Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016). Llama la atencién
la deteccién de clones pertenecientes a otros grupos filogenéticos, a
menudo asociados a animales y capaces de adquirir diferentes rasgos
de resistencia como BAPS 3.1-ST792 (2 vanA) o BAPS 2.3-ST25 (2
vanB y 1 vanA) (Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016; Pourcel et al.,
2017). Esta diversidad clonal explica la baja ocurrencia de E. faecium
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resistente a ampicilina encontrada en nuestro estudio en compara-
cidén con lo reportado en otras series (26,3% vs >85%)° (Corso et al.,
2007; Faccone et al., 2010; Osuka et al., 2016). Por otro lado, la diver-
sidad genética de E. faecalis y E. faecium capaces de adquirir genes
que codifican ANRGE, detectada en este estudio, muestra algunos
clones con potencial zoonético, que podrian facilitar la propagacion
de estos genes entre diferentes huéspedes, como se ha informado en
diferentes lugares geograficos (Pourcel et al., 2017; Osuka et al., 2016;
Gawryszewska et al., 2016).

A pesar de la limitada muestra analizada, datos epidemiolégicos,
como la diversidad de presentaciones clinicas la edad/sexo de los pa-
cientes y los factores de riesgo para adquirir infecciones por entero-
cocos, concuerdan con otros estudios (Guzman Prieto et al., 2016,
Pourcel et al., 2017). En resumen, la epidemiologia de los enterococos
en un hospital de tamafio mediano de América del Sur, durante una
situacién sin brote arrojé informacién interesante para la salud pu-
blica. La persistencia de clones resistentes emblematicos e inusuales
como E. faecalis ST9 (bla+, RANG) sugiere la presencia de reservorios
ocultos de E. faecalis resistentes, en diferentes areas geograficas. Ade-
mas, destaca la importancia de definir la estructura poblacional de los
enterococos en diferentes lugares para comprender la influencia de
los factores sociodemograficos en la diversidad clonal de éstos y, por
tanto, en la aparicion y transmision de la resistencia a los ATM.

Conclusion

El interés del estudio radicé en el valor para describir la estructura
poblacional de enterococos durante un periodo de recuperacion cre-
ciente de aislamientos multirresistentes en un drea geografica con baja
prevalencia de enterococos resistentes a ATM de primera linea, pero
donde se encontraron/detectaron mecanismos emblematicos de resis-
tencia antimicrobiana.

5 https://resistancemap.cddep.org/CountryPage.php?countryld=65&pais=Argentina
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ETICA EN INVESTIGACION

Stagnaro Plaghos, Alba Maria'

Introduccion

Al investigar debemos garantizar la proteccion de los derechos de los
participantes y velar por la validez cientifica y la justificacion ética y
social de los proyectos de investigacion.

Un requisito ético en investigacion es reducir al minimo la po-
sibilidad de explotacion de los investigados, deben ser tratados con
respeto al contribuir al bien social. Algunos han denominado “brecha
10/90” porque s6lo 10% del financiamiento de la investigacion en el
mundo se invierte en problemas de salud que afectan al 90% de la po-
blacion del planeta, es decir el 90% de los esfuerzos y recursos destina-
dos a la investigacion biomédica se destinan a problemas que afectan
solo el 10% de las prioridades en salud publica a nivel global (Pinto
Bustamante et al., 2014). Ante este comportamiento de la investiga-
cion hay diversas alternativas que se han propuesto para corregir esta

1 Especialista consultor en Obstetricia y Ginecologia. Profesora Adjunta en la Cétedra
de Obstetricia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La
Plata (UNLP). Profesora Adjunta en la Catedra de Etica y Marco legal de la Tecnicatura
de Practicas Cardioldgicas. Presidente del Comité Bioética y Etica en la Investigacién
(COBIMED). Facultad de Ciencias Médicas (UNLP).
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desigualdad, asi tenemos que priorizar las lineas de investigacion, te-
ner acceso a medicamentos esenciales en términos de equidad y la
estrategia de investigacion basada en la comunidad.

El objetivo principal de la Investigacion clinica es generar conoci-
miento para mejorar la salud y el bienestar y/o aumentar la compren-
sién de la biologia humana. Los sujetos participantes son un medio
para asegurar tal conocimiento. Asimismo, hay un potencial de ex-
plotaciéon que pone a sujetos en riesgo de ser perjudicados por el bien
de otros.

Cuando hablamos de Normas de Buenas Practicas Cli-
nicas (Good Clinical Practice GCP) (Ezaquiel, 1999) habla-
mos de Estandares éticos internacionales de calidad cienti-
fica para disefiar, conducir, registrar y reportar estudios que
involucran la participaciéon de humanos. Cumplirlas, garantiza la
proteccion de los derechos, la seguridad y el bienestar de los suje-
tos de 1 estudio, con los principios de la Declaracion de Helsinki.
En respuesta a muchos sucesos especificos en los cuales no fue ético
investigar, hay documentos escritos:

a. Informe Belmont, (abril 1974) proporciona marco filoséfico a
reglas y reglamentos desarrollados por escandalos en las investi-
gaciones en E.U: Tuskegee y Willowbrook.

b. Normas CIOMS, (1993), concebidas para aplicar la Declara-
cion de Helsinki en paises en vias de desarrollo, en particular,
para ensayos a gran escala de vacunas y medicamentos, espe-
cialmente SIDA.

c. Codigo de Nuremberg (1996), formo parte de la decision juri-
dica que condend atrocidades de médicos nazis.

d. Declaracion de Helsinki, (1997) desarrollada para remediar
lagunas del Codigo de Nuremberg, relacionadas con médicos
que realizaban investigaciones en pacientes. Todo investigador
debe saber que esta prohibido investigar: Si hay método alter-
nativo de eficacia comparable. Si hay riesgo desproporcionado/
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beneficio potencial. Sin autorizacién de autoridad competente.
Sin evaluacion independiente cientifica y ética. Sin informacién
sobre derechos y garantias. Sin Consentimiento Informado (CI)
libre, explicito, escrito y revocable. Sin garantizar derechos de los
que participan. Sin justificacion ética y social de los proyectos.

Principios éticos en la Investigacion con humanos

1. Respeto hacia las personas: El investigado debe ser tratado
como ser autéonomo.

2. No Maleficencia: “Primum non nocere”: no realizar acciones
que puedan causar dafio. Si no se puede hacer el bien, por lo
menos no hacer dano.

3. Beneficencia: No dafiar, maximizar beneficios y minimizar
dafios posibles.

4. Justicia: especial la distributiva. Distribucion equitativa de ries-

gos/ beneficios.

Obligacion de Seguridad.

Obligacion de Informacion (Consentimiento Informado).

Deberes de Confidencialidad.

Minimizacion de los riesgos.

o X NG

Maximizacion y distribucion de los beneficios.

Las diferencias entre riesgos y beneficios se justifican si se basan en
distinciones moralmente relevantes entre las personas, por ejemplo:
la vulnerabilidad. Siempre se debe proteger los derechos y bienes-
tar de las personas vulnerables.

Lainvestigacion debe dejar alos paises de bajos recursos mejor y no
peor de lo que estaban. El producto que se desarrolle debe quedar a su
alcance. Las personas deben ser lo menos vulnerables posible en la in-
vestigacion. El riesgo alos vulnerables es mas justificado si hay procedi-
mientos que ofrecen esperanza de beneficio relacionado con su salud.
En investigacién hay 7 Requisitos Eticos para saber si una investi-
gacion es ética (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005). Estos
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fueron expuestos por Ezequiel Emanuel y son universales: 1) Valor;

2) Validez; 3) Seleccion equitativa, Favorable; 4) Relacion riesgo/

beneficio; 5) Evaluacion independiente; 6) Consentimiento infor-

mado; y 7) Respeto por los participantes.

1)

2)

3)

4)

Valor: Una investigacion, para que sea ética, debe tener valor so-
cial, cientifico, clinico y conducir a mejorar la salud y el bienestar
de la poblacion. La investigacién no debe consumir los recursos
limitados innecesariamente, sin producir resultados valiosos y no
exponer a los seres humanos a riesgos potenciales a menos que se
espere un resultado valioso.

Validez cientifica: La Investigacion mal disefiada metodologi-
camente invalida los resultados, debe ser con posibilidad de ser
reproducida, debe tener objetivo cientifico claro y poder llevarse
a cabo. Debe tener principios, métodos y practicas seguras y acep-
tadas, que evite la explotacion del sujeto de investigacion. Sin vali-
dez, el estudio no genera conocimiento, no produce beneficio o no
justifica riesgo o dafio a las personas ni la inadecuada utilizacién
de los recursos.

Seleccion equitativa del sujeto: La seleccion de los sujetos debe
estar relacionada con los interrogantes cientificos (se reclutan los
que estén en condiciones de beneficiarse si la investigacion pro-
porciona un resultado positivo, como ser un nuevo tratamiento) y
debe ser equitativa, ofreciendo a todos oportunidad de participar,
solo si hay razon cientifica o riesgo que lo restringe y debe ser una
seleccion basada en los objetivos y no en las desigualdades sociales.
La seleccion de sujetos debe estar disefiada para reducir al mini-
mo los riesgos para los sujetos a la vez que se maximizan los be-
neficios sociales y cientificos de los resultados de la investigacion.
Proporcion favorable de Riesgo-Beneficio: La investigacién en
sujetos humanos puede implicar considerables riesgos y benefi-
cios. Los riesgos potenciales a los sujetos individuales se mini-
mizan. Los beneficios potenciales a los sujetos individuales o a
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5)

6)

7)

la sociedad se maximizan. Los beneficios potenciales deben ser
proporcionales o exceder a los riesgos asumidos. Proporcion fa-
vorable de riesgo-beneficio.

Evaluacion independiente: Por peritos no participes con auto-
ridad para aprobar, enmendar o cancelar el estudio. Realizada en
Comités de Etica de cada centro, son miembros con formacién en
investigacion y elevada calificacion cientifica, para evaluar aspec-
tos éticos y bases cientificas del disefio del estudio. Algunos es-
tudios deben tener representacion de la comunidad con criterios
sobre valores morales y culturales a respetar.

Respeto a los sujetos inscriptos: Se debe permitir al sujeto cam-
biar de opinidn; retirarse sin sancidn, respetar su privacidad con
reglas de confidencialidad; informar datos nuevos, riesgos/bene-
ficios del estudio. Se debe informar a los sujetos resultados de la
investigacion. Asimismo, se debe vigilar al sujeto, en caso de posi-
bles eventos adversos; y tratarlos, si es necesario retirarlo.
Consentimiento Informado: El individuo participara en el estudio
solo si es compatible con sus valores, creencias, intereses y prefe-
rencias. Se debe respetar su autonomia. Se debe informar riesgos
que puedan ocurrir y estar bien informado. Poner en practica estos
requisitos éticos y determinar si un ensayo de investigaciéon cumple
con cada uno de ellos implica habilidades, capacitacion y aptitudes
que deben tener los investigadores evaluadores. El quinto punto
del Codigo de Nuremberg declara que “ninguin experimento debe
conducirse donde exista una razon a priori de creer que ocurrira la
muerte o una lesion incapacitadora” En enfermedades letales, como
SIDA y cancer, algunos riesgos limitados de muerte debido a la in-
vestigacion pueden ser éticamente aceptables.

Los elementos del Consentimiento Informado son:

1. Descripcion: propdsito del proyecto. Explicar si es experimen-
tal, cudl es proposito y la duracion de la participacion.
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2.

Riesgos: describir los previsibles, las posibles reacciones alér-
gicas.

Beneficios: los posibles para €l u otros.

Confidencialidad: la informacién que se debe dar al sujeto de
investigacion es un resumen escrito, de informacién minima. Se
debe redactar en 2da persona del singular “Usted ha sido invita-
do/a a participar en el estudio” Se deben adjuntar los datos del
Investigador, el tipo de Investigacion, la fuente de financiamien-
to, el lugar a desarrollarse (Institucion, Universidad, etc.), el pro-
posito, los objetivos y preguntas del estudio, asi como criterios
de inclusion y exclusion. Asimismo se debe indicar el numero
de voluntarios y las razones por las que se invita a participar. Se
deben informar las actividades que realizard, los tiempos y los
instrumentos que se utilizaran, asi como los posibles beneficios
y/o riesgos. En el formulario para la firma deben encontrarse el
documento que la persona/representante legal y el testigo fir-
man para dejar constancia de que recibieron informacion sufi-
ciente acerca del Ensayo o Proyecto, de sus derechos como su-
jeto de investigacion y su deseo libre y voluntario de participar,
pudiendo revocarlo en cualquier momento.

Etica en las publicaciones (Vera Carrasco, 2011)

Hablaremos del manejo de lainformacion, dela confidencialidad de las

conductasinadecuadasenpublicacionesdelosEstudiosdeInvestigacion.

En cuanto al Diseiio del estudio, no es ético:

No seguir normas éticas de experimentacion.

No tener Consentimiento Informado.

No ser Aprobado por Comité autorizado.

No respetar la confidencialidad.

No realizar una adecuada inclusion/exclusion de participantes
en el Estudio.
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En cuanto al contenido del articulo, no es ético:

Inventar: ya sea parte o la totalidad de los datos.

Plagiar: apropiarse de ideas, frases, resultados, imagenes, articulos,
trabajos, libros; presentarlos como propios, sin citar su fuente original.
Manipular datos: adecuarlos a hipotesis de trabajo o descartar resul-
tados que no concuerdan.

En cuanto al Autor: si contribuy¢ al disefo, analizd, recopild, prepa-
ré, corrigio el texto, elabor6 bases de datos bibliograficos, interpretd
resultados, reviso final del articulo, es ético que se coloque como au-
tor, pero a veces se realiza “Autoria regalada”

porfavor, halagaraljefeseinformacomoautor.Serautoresserresponsable
delcontenidoyesunaconductaantiéticaomitirelnombredealginautor.
No es autor quién ayudo poco, dio ayuda de laboratorio, 1 bibliografia
o realizd la estadistica, deberia incluirse en agradecimientos (Miyahi-
ra Arakaki, 2000).

Faltas en el proceso de publicacion:

Realizar una segunda publicaciéon y no decir donde se publicé o no
tener autorizacion; agregar modificaciones, fragmentar informacion,
. <« . b2l 7 . .
publicar como “diferente” para aumentar el nimero de publicaciones.
Tampoco es valida la “Publicacién inflada”, es decir, afadir casos cli-

nicos no reales.

Incorrecciones bibliograficas:

Omitir citas voluntariamente. Copiar lista de citas sin consultarlas.

Sesgos de Publicacion:

Publicar s6lo datos (+) y omitir los (=), o adaptarlos a obje-
tivos propuestos.
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Publicidad de resultados de 1 investigacion:
Dar a conocer resultados antes de publicar en Revista cientifica; crear
falsas expectativas de un tratamiento.

Fraude cientifico

Es el mas grave de todos. Estafa a la comunidad cientifica, contradice
esencia de la ciencia: la objetividad empirica.

Hay 2 formas de fraude: Fabricar parte o total de datos de 1 estu-
dio; e inventar, falsificar o manipular datos, métodos o valores para
demostrar su hipdtesis.

Hay Instituciones consultivas contra el fraude cientifico como el
Comité de Integridad Cientifica creado en E.E.U.U (1990) y el Co-
mité de Etica para las C. del Centre Nacional, Francia (1994). Existen
instituciones similares en Australia, Dinamarca, Finlandia, Noruega.
Tenemos como ejemplo un famoso fraude cientifico de células ma-
dres. El “Hwang Woo Suk. Fraude con células madres (5/ 2005)” sali6
en la Revista Science, realizado por Hwang Woo Suk, cientifico corea-
no. Este aseguro6 haber logrado la clonacién de embriones humanos
y la extraccion de sus células madres. La Universidad de Hwang no
encontrd evidencia, por lo que el trabajo se considerd falso. No solo
dafié su reputacion (por lo que pidié disculpas avergonzado), sino
ademds el prestigio de la revista cientifica en cuestion. Fue condenado
a 2 anos de carcel y se le acusé de malversacion de fondos estatales
y violacion de leyes bioéticas. Otro caso famoso fue el de los ratones
pintados de William T. Summerlin en 1970. William T. Summerlin,
célebre por realizar trasplantes de érganos en la Universidad de Stan-
ford, trasplantd piel de una persona de piel blanca a una de color sin
mostrar rechazo. Summerlin, en 1974, en el Instituto Sloan Kettering,
injerté piel de dos ratones negros en dos albinos. Evitando el rechazo,
cultivo piel en un plato de nutrientes semejantes antes del trasplante.
Al mostrar resultados, vio que la piel injertada se blanqueaba, no iba
bien. Summerlin entonces oscurecié la piel, pintandola. Su carrera
y reputacion se destruyeron. Pasé a la historia como “el caso de los
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ratones pintados”. Otro escandalo fue el de la vacuna que provoca-
ba autismo. Durante 1998, en Londres, el Dr. Andrew Wakefieldun
publicéd en The Lancet un estudio en donde relacion¢ al autismo con
la vacuna tripe viral (rubeéla, sarampion, parotiditis). Esto produjo
que disminuyera el nimero de niflos vacunados, fue un evidente pe-
ligro. A. Wakefieldun habia recibido una suma sustanciosa de dinero
de una Asociacién de nifios con autismo para usar como prueba en el
juicio contra la compania de dicha vacuna. Disminuyo la vacunacion
en Estados Unidos, Reino Unido e Irlanda y aumentaron los casos de
paperas y sarampion. Esto hizo que hoy exista desconfianza a vacu-
nar y provoca reaparicion de enfermedades que se creian controladas.
Por otro lado, un articulo en el JAMA titulado “No se crea todo lo que
lee” (CNN, 2002) reportd que de 359 estudios (1989 -1998) en JAMA,
NEJM, The Lancet, BMJ; 26 presentaba disminucion en el Riesgo Relati-
vo en un tratamiento y no la disminucién en el riesgo absoluto. Ej.: 3,7%
tratados con X droga sufren infarto y 5,1% de los tratados con placebo.
Si decimos la disminucion del riesgo absoluto en este caso es de 1,4%
y la disminucién del riesgo relativo es 27%, es posible ver que es mu-
cho mas impactante el riesgo relativo. Otro caso emblematico fue el
del fabricante de Celebrex, que silenci6 los datos que no le conve-
nian.Escrito en el diario “El Pais” de Madrid el 17 de junio de 2002.
Informaba que el Celebrex (publicado en la revista JAMA en el afo
2000) tenia menos riesgo de complicaciones gastrointestinales que
otros antiinflamatorios. El British Medical Journal denuncié que lo
publicado era solo parte de los resultados que si eran completos, las
ventajas no eran ciertas ya que después de 6 meses del trabajo se vio
que el celecoxib presentaba complicaciones de tlcera. El trabajo duré
un ano, pero se publicaron los resultados publicados solo de 6 meses.
El British M. Journal publica resultados reales que contradicen lo pu-
blicado que ya estaban disponibles cuando el texto habia sido enviado
al JAMA.
No es facil combatir el fraude, para ello se deberia:
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o Realizar formacioén y prevencién con cursos y talleres de ética
en investigacion.

o Controlar publicaciones por organismos consultores indepen-
dientes especializados. Podria aplicarse medidas de sancion.

o Comunicar nuevos métodos diagnosticos o terapeuticos solo
después de comprobar su utilidad y eficacia.

o No publicar en medios masivos, hacerlo antes en Revistas Cien-
tificas o someter a juicio de pares (regla de Ingelfinger).

Algunos casos para pensar y discutir

1. Nace bebé con defectos congénitos multiples: lesion de médula

espinal, hidrocefalia con retardo mental, ceguera y mala audi-
cion.
Por ello se propone operar para cerrar el mielomeningocele (pue-
de contraer infeccion severa y matarlo). La madre quiere que se
hagala cirugia de inmediato y el padre se opone ya que siente que
seria incorrecto prolongar la vida del bebé en esas circunstancias.
Discutir: ;Qué debe hacer el equipo médico? ;debe operarlo?
snecesita el consentimiento de los dos padres o con el permiso
de uno de ellos es vélido? ;se debe solicitar la intervencion judi-
cial o solo basta el de un Comité? ;si fuera Ud. Participante del
Comité que recomendaria? Justifiquelo. ...............

2. Un hombre de 38 afios, albaiil, ingres¢ al hospital tras 3 sema-
nas de tener una infeccion respiratoria. Diagnostico: neumonta,
ingresa a UTI. Es tratado con ATB, asistencia respiratoria. A las
3 semanas se complicé con lesion multiorganica sistémica. Su
esposa, informada del prondstico fatal y con el paciente incons-
ciente, pregunto si podria obtener semen de él para poder tener
un hijo. Estaban casados desde hacia 14 afios y no habian podi-
do tener hijos. Después de mucha resistencia, ¢l habia aceptado
unos meses antes ver a un especialista en infertilidad. Después
de varias pruebas consintieron en iniciar un primer ciclo de fer-
tilizacion in vitro aquel mismo mes, aunque no fue posible con-
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tinuar con el tratamiento debido a la neumonia de él. Justificaba
su pedido al decir que su esposo hubiera deseado mucho tener
un hijo, y como hijo tnico queria continuar el apellido de su
flia. La hermana del marido, que acompanaba a su cufada, lo
rectificd.

A. ;Debe ser atendida la solicitud de la esposa del paciente?
1) No, porque su esposo no otorgo6 su CI para realizar este
procedimiento.
2) Si, porque su esposo otorgd previamente un consenti-
miento implicito para realizar este procedimiento por su de-
seo de una fertilizacion in vitro.
3) Si, pero sélo con orden judicial fundamentada en el mejor
interés del nifio por nacer, la intencion de la esposa y su fin
respecto a la maternidad que se persigue.
4) ;Pensaria igual si fueran embriones congelados que la viu-
da desea implantar?
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FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS
LIPIDOS NUCLEARES!

Ves Losada, Ana’
Layerenza, Juan Pablo’

Introduccion

El nucleo es una de las caracteristicas distintivas que define a las cé-
lulas eucariotas.

El ntcleo es el principal reservorio genético de la célula eucariota,
en su interior se llevan a cabo los procesos de replicacion y transcrip-
cién entre otros.

El nucleo, el organoide mds grande de las células eucariotas, esta
delimitado por la envoltura nuclear (EN), la cual se compone de una
red de filamentos intermedios (lamina nuclear), y dos membranas,
la membrana nuclear interna (MNI) y la externa (MNE), respectiva-
mente. La MNI interacciona con la lamina a través de proteinas de
unién (por ejemplo la LAP2) y la MNE presenta continuidad con

1 Los resultados que se presentan corresponden a secciones especificas de las
publicaciones Layerenza JP y col BBA (2013) 1831: 327-340; y Lagrutta LC y col PLoS
ONE (2017) 12(1): e0170608.

2 Licenciada en Ciencias Bioquimicas (orientacién bioquimica clinica) y Dra. en
Ciencias. Bioquimicas (orientacion bioquimica clinica) de la Universidad Nacional de
La Plata (UNLP). Profesora de Biologia en la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP).
Investigadora del CONICET.

3 Licenciado en Bioquimicas y Dr. de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP). Jefe de Trabajos Précticos de Ciencias Exactas en la
Facultad de Ciencias Médicas (UNLP). Profesional Adjunto del CONICET.
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el reticulo endoplasmico (RE) rugoso; el espacio entre ambas mem-
branas presenta continuidad con el lumen del RE (Hetzer, 2010).

La primera demostracion de la existencia de lipidos (Chayen,
Gahan y Cour, 1959) y los primeros reportes sobre lipidos neutros
(LN) en el nucleo se remontan hacia fines de los "60 y principios de
los '70; dichas investigaciones se realizaron junto con el desarrollo
de los primeros protocolos para el aislamiento de nuicleos. En esos
afios, investigaciones independientes de Kashnig (1969), Kleining
(1970), Keenan (1970) y Khandwala (1971) en nucleos y membranas
nucleares aislados de higado de rata, cerdo y vaca, demostraron que
en el nucleo habia lipidos polares (LP) y neutros (LN: colesterol (C),
ésteres de colesterol (CE) y triacilglicéridos (TAG). Posteriormen-
te surgieron evidencias indirectas de la existencia de LN en el nu-
cleo cuando se realizaron estudios de incorporacion de acidos grasos
(AG) exodgenos radiactivos (1988) in vitro y se encontrd marcacion
radiactiva en LP y TAG. En los afios siguientes las investigaciones se
centraron en los LP y en el C nuclear.

Objetivos generales

El objetivo general en los que se enmarcan estos resultados es deter-
minar la funcién de los lipidos nucleares.

La informacién generada permitira un mejor diagndstico, pro-
noéstico y/o tratamiento de patologias donde la homeostasis lipidi-
ca esté alterada. Permitira establecer si los lipidos nucleares se rela-
cionan y/o regulan como los citosdlicos en condiciones normales y
patologicas, e incorporarlos como blancos alternativos para los trata-
mientos de obesidad, diabetes, dislipemias, ateroesclerosis y procesos
neurodegenerativos.

Objetivos especificos e hipotesis de trabajo

Determinar la composicion, topologia y propiedades fisicoquimi-
cas de los lipidos del nucleo.
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Proponer un modelo de organizacién espacial de los lipidos nu-
cleares.

Hipdtesis
En el nucleo los LP y el C se encuentran mayoritariamente en la EN,
mientras que en el interior nuclear se concentran los LN (C, CE y
TAG).

Los LN nucleares se organizan en gotas lipidicas nucleares (nLD)
similares a las citosolicas, formadas por un core hidrofébico y rodea-
dos por una monocapa lipoproteica.

Materiales y Métodos

Toda la informacion respectiva se encuentra especificada y publicada
en los respectivos trabajos (Layerenza et al., 2013; Gaenor Jacobsen,
2019).

Resultados

Composicion lipidica y contenido proteico de niicleos y matrices
nucleares de células hepdticas

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la organizacion de
los lipidos nucleares.

Como modelos experimentales, se trabajé con nicleos enteros y
matrices nucleares (Mx) aislados de higado de rata, mediante proto-
colos de fraccionamiento celular que se disefiaron en el laboratorio
(Ves Losada y Brenner, 1995; Mate, Brenner y Ves Losada, 2006). Los
lipidos nucleares que no se localizan en la doble membrana nuclear,
que los denominamos lipidos endonucleares, se analizaron en las Ma-
trices nucleares, que se obtuvieron eliminando las membranas con el
detergente no iénico Tritén X-100 0.08 % (Layerenza et al., 2013).

Por lo cual, el primer paso fue obtener la composicion lipidica nu-
clear. Como se muestra en las Figuras 1 y 2, determinamos la compo-
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Proteinas

99%

Proteinas Proteinas

91% 97%
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Figura 1. Composicién lipidica y contenido proteico del homogenado Niicleo
y Matriz nuclear de higado de rata.
Las muestras fueron obtenidas a partir de higado de rata. TAG: triacilgéridos;
C: colesterol; CE: ester de colesterol;
LP: lipidos polares y H: Homogenado de higado de rata. Resultados publicados
en Layerenza y col. BBA 2013.

Composicion quimica de las nLD aisladas a partir de nicleo

Las nLD poseen, aproximimadamente, partes iguales
de Triglicéridos (TAG), Colesterol (Cho) y Esteres de colesterol (CE),
y un pequefo porcentaje de Fosfolipidos (PL).

Figura 2. Composicion de las clases lipidicas de las nLD de higado de rata
Las muestras fueron obtenidas a partir de higado de rata. nLD: Gotas lipidicas
nucleares, TAG: triacilgéridos; C: colesterol; CE: ester de colesterol; LP: lipidos
polares, GPL: glicerofosfolipidos, SL: esfingolipidos. La figura fue adaptada del
trabajo de Tesis doctoral del Dr. JP Layerenza (UNLPE, 2013).
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sicion lipidica y el contenido proteico del homogenado, de los nticleos
y de las matrices nucleares aisladas de higado de rata.

Observando los datos de recuperacion respecto del homogenado
vemos que los lipidos y las proteinas nucleares representan una pe-
quefia proporcion del total celular con valores de 0,3 y 1 %, respecti-
vamente (Ibid., 2013). Aun dentro de los componentes nucleares, los
lipidos siguen conformando un grupo minoritario (3%) mientras que
las proteinas en proporcion dan cuenta del 97% restante. Cabe destacar
que los acidos nucleicos no fueron tenidos en cuenta para el calculo.

Los lipidos nucleares estin compuestos principalmente por lipidos
polares (94%), los LN corresponden al 6% restante. Los PL nucleares
tanto del nucleo entero como los de la matriz han sido caracterizados
por tener tanto glicerofosfolipidos (GPL) como esfingofosfolipidos
(SL) (Layerenza et al., 2013). Los LN nucleares estan compuestos por
TAG, Cy CE en las siguientes proporciones 22, 53 y 25%, respectiva-
mente, Figura 1-2.

Los lipidos de la matriz nuclear, considerados como endonuclea-
res (ya que la matriz se obtuvo eliminando la doble membrana nu-
clear con Triton X-100), representan el 0,03% de los lipidos totales
presentes en el homogenado de higado. Los lipidos conforman el 1%
de los componentes. En la matriz nuclear se localizan sélo el 6% de
los lipidos nucleares ya que el resto es corresponde a los componentes
de la membrana nuclear. Los lipidos endonucleares estan compuestos
en un 60% por lipidos polares y un 40% por LN. Estos ultimos estan
compuestos por TAG, Cy CE en la siguiente proporcion: 54, 17 y 29%,
respectivamente (Ibid., 2013).

Es interesante observar que una gran proporcion del CE (60%) y
una baja del C (16%) son recuperadas en la matriz nuclear respecto
del nucleo, esto se debe a que el C es un componente importante de
la membrana nuclear que es removido durante la obtencién de las
matrices; mientras que el CE es altamente hidrofobico y es excluido de
las membranas con lo cual se aloja en dominios resistentes al Triton
X-100 dentro del nucleo.
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Siguiendo el mismo razonamiento, para los TAG es logico esperar
un comportamiento analogo al CE y de hecho se recupera la totalidad
en la matriz (117%). Hay que notar lo cuantitativamente pequefio que
es el pool nuclear de TAG, representando tan so6lo el 0,07% de los TAG
totales del homogenado de higado.

En conclusién, los lipidos nucleares se localizan en dos pooles
principales, la doble membrana nuclear compuesta de glicerofosfo-
lipidos, esfinfosfolipidos y colesterol; y dentro del nucleo, los lipidos
endonucleares estan enriquecidos en TAG y CE.

Composicion y localizacion de los acidos grasos nucleares

En la Figura 3 se representa la proporcion de AG esterificada en cada
clase de lipidos nucleares y endonucleares. Estos datos se calcularon
a partir de la composicién lipidica del nucleo y de la matriz nuclear
(Layerenza et al., 2013) y considerando que los GPL, SL, TAG y CE
poseen 2, 1, 3y 1 AG esterificado, respectivamente.

En el nucleo el principal pool de AG lo constituyen los LP, y en
particular los GPL: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE)
y fosfatidilinositol (PI) en orden decreciente, que son los principales
componentes de la EN (compuesta por LP y C) y como ya se presen-
tara en la Figura 1; representan el 96 % de los lipidos nucleares; y en
menor proporcion fosfatidilserina (PS) y esfingomielina (SM) y los
LN: TAGy C.

En el interior nuclear los principales pooles de AG estan constitui-
dos mayoritariamente por TAG y PC y en mucha menor proporcion
por el resto de los LP (PE, PI, PSy SM) y los CE.

En el nicleo los lipidos se encuentran en dos pooles contrastantes,
la EN constituida mayoritariamente por LP y C y PUFA, y en la ma-
triz nuclear por LN (TAG y CE) enriquecidos en AG saturados y AG
monoenosicos (MUFA). Como se observa en la Tabla 1, los principales
AG esterificados en LP son 20:4n-6 (dcido araquidénico) y 18:0 (acido
estedrico); por otro lado, entre los LN (TAG y CE) los principales AG
son 16:0 (acido palmitico), 16:1n-7 (dcido palmitoleico), 18:2n-6 (aci-
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do linoleico) y 18:1n-9 (acido oleico). En este ultimo grupo podemos
encontrar caracteristicas distintivas entre los TAG y los CE, ya que
los TAG poseen mayor proporcion de 18:1n-9 y los CE de 16:1n-7 y
18:2n-6.

En conclusion, los LP nucleares se caracterizan por contener ma-
yoritariamente 20:4n-6 y 18:0 y éstos se localizan en la DMN, mien-
tras que los LN poseen mayor proporcioén de 16:0, 16:1n-7, 18:2n-6 y
18:1n-9 y se localizan en el interior nuclear.

Topologia y composicion de las poblaciones de gotas

lipidicas celulares

Para evaluar la hipotesis de trabajo que sostiene que los LN nuclea-
res se organizan en gotas lipidicas (nLD), la primera estrategia fue
intentar visualizar las gotas lipidicas en nucleos a partir de células en
cultivo primario de hepatocitos de rata en condiciones control. Como
se observa en la Figura 4A, mediante microscopia de epifluorescencia,
se observan dos poblaciones de gotas lipidicas, una en el citoplasma
(cLD) y otra mas pequena dentro del ntcleo (nLD) (Layerenza et al.,
2013).

Posteriormente se aislaron las nLD y se determino su composicion
como se presenta en la Figura 2. Las nLD se componen de un 38% de
lipidos y un 62% de proteinas; los lipidos y proteinas de éstas repre-
sentan tan solo el 0,002% de los respectivos componentes celulares.
Los lipidos de las nLD estan formados en un 85% por lipidos neutros
y un 15% por lipidos polares. Las nLD poseen una composicion par-
ticular de lipidos neutros rica en CE (45%), C (32%) y TAG (23%)
(Figura 2). Esta composicion es muy diferente de la observada en ho-
mogenato total de higado, ntcleo entero, matriz nuclear y cLD.

Se propone un modelo estructural de las nLD comparable a las
cLD, en el que las gotas lipidicas estan constituidas por un core hidro-
fobico de lipidos neutros (TAG, CE y C) rodeados de una monocapa
de LP, Cy proteinas, como se muestra en la Figura 4B.
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Clase lipidicaala que se esterifican los acidos grasos

Nucleares

Endonucleares

Figura 3. Pooles nucleares y endonucleares de dcidos grasos
Teniendo en cuenta la composicién lipidica del niicleo y de la matriz nuclear, se
calculé la proporcion relativa de dcidos grasos en cada clase lipidica. Para hacer
el calculo se considerd que los LB, SM, TAG y CE poseen 2, 1, 3 y 1 dcido graso,
respectivamente. La figura fue adaptada del trabajo de Tesis doctoral del Dr. JP
Layerenza (UNLP, 2013).

A Gotas Lipidicas Nucleares (nLD)
Hepatocito )
en CUltiVO Core hidrofébico
TAG
CE W
Monocapa lipoproteica
.
L ¥ /

Wi Proteinas

Adaptado de Guo Y y col (2009)

Figura 4. Topologia y modelo estructural de las poblaciones de Gotas lipidicas
celulares
A: Andlisis mediante microscopia de epifluorescencia de cLD y nLD en cultivo
primario de hepatocitos de rata en condiciones control. En azul se observa la
tincion de los niicleos con DAPI y en verde, de las LD con BODIPY 493/503. Las
flechas indican las cLD y las amarillas nLD. La figura fue adaptada del trabajo de
Tesis doctoral de la Dra. LC Lagrutta (UNLPE, 2015).
B: Modelo estructural propuesto para las nLD adaptado del de las cLD, presentado
portunamente por Guo y col, 2009.
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Se determiné ademas, que las nLD constituyen un dominio nuclear
dindmico, y coordinado con las cLD, cuyas caracteristicas morfolo-
gicas se modifican en forma reversible por el acido oleico, mediante
mecanismos que involucran sintesis y degradacion de los lipidos que
las constituyen, y fusion y fision de LD (Lagrutta et al., 2017).

Discusion

Los lipidos en el nucleo, al igual que en el resto de la célula, son molé-
culas muy versatiles que poseen un activo metabolismo e importantes
funciones bioldgicas que abarcan roles estructurales, energéticos, y en
la regulacién celular, en procesos de sefializaciéon actuando como se-
gundos mensajeros.

Los lipidos nucleares se encuentran en dos localizaciones muy
contrastantes, la envoltura nuclear, mas fluida que el interior nuclear
y compuesta de GPL, SLy C; y dentro del nicleo, en las nLD, donde se
encuentran concentrados todos los TAG y CE nucleares, organizados
en un core hidrofébico rodeado de una monocapa de LP, C y protei-
nas asociadas. Existe ademds, un remanente de LP en la matriz nu-
clear formando complejos con la cromatina (Albi et al., 1994). Los LP
nucleares participan activamente como segundos mensajeros en dife-
rentes vias de sefializacion que involucraran a GPL y SL (14, 15). Los
LP nucleares se caracterizan por contener mayoritariamente 20:4n-6
y 18:0 en sus especies moleculares, mientras que los LN poseen en su
mayoria 16:0, 16:1n-7, 18:2n-6 y 18:1n-9 esterificados en sus molécu-
las (Layerenza et al., 2013; Mate, Brenner y Ves Losada, 2004).

En este trabajo se determiné que las nLD constituyen un dominio
nuclear dindmico, que responde a estimulos celulares externos en for-
ma reversible y coordinada con las cLD (Lagrutta et al., 2017).

El metabolismo lipidico nuclear de LN esta coordinado con el
citosdlico. Los LN celulares se localizan mayoritariamente en el ci-
toplasma, en las cLD. Esta documentado que las cLD participan en
numerosos procesos celulares a través de interacciones con el RE y el
Golgi (rutas anabdlicas), con mitocondrias y peroxisomas (rutas ca-
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tabolicas), con endosomas tempranos, caveolas y autofagosomas (vias
endociticas), VLDL y exosomas (vias exociticas), pardsitos y virus, y
finalmente con el citoesqueleto, a través de microttibulos y de protei-
nas motoras (Sahini y Borlak, 2014).

Los LN nucleares que se localizan y organizan en las nLD corres-
ponden a una proporciéon muy pequeia de los LN celulares, pero
estan estratégicamente localizados dentro del ntcleo habilitando un
dominio hidrofébico con caracteristicas muy diferentes a las de las
membranas nucleares y los demas dominios nucleares.

Las nLD estarfan involucradas en la homeostasis lipidica, y en el
interior nuclear servirian como un sistema buffer capaz de aportar o
incorporar en forma rapida proteinas y lipidos involucrados en vias
de senalizacién, aportando ligandos (AG, DAG, etc.) para factores
de transcripcidn, sustratos, y enzimas del metabolismo lipidico y de
otros procesos que se desarrollan dentro del ntcleo.

Los procesos nucleares de senalizacion deben encenderse y apa-
garse, y las nLD podria actuar proveyendo AG, liberados a partir de
la hidrolisis de sus lipidos, que movilizados unidos a la FABP (Mate,
Layerenza y Ves Losada, 2007), se unirian a factores de transcripcion
como los PPARs, y luego, finalizado el “encendido” el proceso se apa-
garia cuando los AG, liberados de los factores de transcripcion, se es-
terifiquen en los lipidos de las nLD y/o de la membrana nuclear.
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