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POSTERS ADULTOS Y PEDIATRICOS

UN NUEVO CASO DE DEFICIENCIA DE GLUCOSA 6 PAYP0O1
FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PD) EN ROSARIO

I del L Acosta, S Pérez , H Urlich , M Raviola , L Verén, 0 Lanza, S Zirone,,
A Milani

Fac. de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas.Universidad Nacional de
Rosario.Suipacha 531.Rosario.2000. Instituto de Estudios Hematologicos y
Medicina Clinica Dr Rubén Davoli”Laprida 1061.2000.Rosario

La deficiencia de G6PD es la eritroenzimopatia més frecuente en el mundo. En
la ciudad de Rosario presenta una prevalencia de 0,3 % y todos los casos des-
criptos estan relacionados con anemia hemolitica aguda intravascular (AHAI),
la mayoria, desencadenados por estados de stress oxidativo por infecciones,
medicamentos, ingesta de habas (Vicia Fava), etc. Existen mds de 120 variantes
moleculares deficientes de las cuales hasta el momento se han detectado tres
en Rosario: G6PDMed(563GéT)’ G6PD A376(A‘aG) ZUZ(G;;\A); G6PD A376(AAG) 680 (G'aT).
Presentamos el caso de un nifio de 8 afios con cuadros de AHAI recurren-
tes, con exigencia transfusional y diagnostico presuntivo de hemoglobinuria
paroxistica nocturna (HPN). En funcién del sexo y el cuadro clinico se inves-
tigé también la deficiencia de G6PD. Se realizaron las siguientes determina-
ciones: Hemograma (Sysmex KX-21N), Test de Ham, CD59, test de Brewer
(TB), Dosaje de la actividad enzimética de G6PD (AE) )(Beutler-OMS): VN:
8,0+1,6 UI G6PD/gHb, Reaccion en cadena de la polimerasa con enzimas
de restriccion(PCR-ER) para las siguientes variantes GePDMed3¢D G6PD
A376(A32G), G6PD A}?é(AaG) 202(G5A); G6PD A376(A$AG) 680 (GaT) y G6PD A376(A5G) 968 (TaC) .
Se obtuvieron los siguientes resultados: Test de Ham y CD 59 : negativos,
Hemoglobina: 11,0 g/dl, TB: positivo; AE: 1,6 Ul G6PD/ gHb y PCR-ER:
G6PDMed(63GD): (variante Mediterranea)

Se descarto el diagndstico de HPN y la confirmacion de la deficiencia de GGPD
permitio la prevencion de futuros episodios hemoliticos ya que los anteriores
estaban relacionados a procesos infecciosos e ingesta de medicamentos. Debi-
do a su baja AE y estabilidad, la G6PD" estd asociada a cuadros hemoliticos
intravasculares graves desencadenados por sustancias oxidantes y que por lo
general es frecuente el requerimiento transfusional.

Esta es la segunda familia no relacionada en la que se detect6 la variante Medi-
terrdnea en la ciudad de Rosario.

RELACION FENOTIPO-GENOTIPO EN PACIENTES (PT) | PAYP002
CON DEFICIENCIA DE GLUCOSA-6-FOSFATO

DESHIDROGENASA (DG6PD)

A Chaves, S Eandi Eberle , C Pepe , G Sciuccati, L Diaz , V Avalos Gomez

A Candas, C Cervio , M Auat , F Aguirre , M Bonduel , A Feliu Torres
Servicio de Hematologia-Oncologia Hospital de Pediatra Dr. ].P. Garrahan
C.ABA.

Introduccion: la DG6PD es una enzimopatia ligada al cromosoma X, causada
por mutaciones (Mts) en el gen G6PD, que ocasiona variantes proteicas con
diferentes niveles de actividad enzimdtica. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes son la ictericia neonatal, la anemia hemolitica cronica no esfero-
citica (AHCNE) y la anemia hemolitica episodica (AHE) desencadenada por
agentes infecciosos, medicamentos o la ingesta de habas. La relacion fenotipo-
genotipo es altamente heterogénea existiendo mas de 140 Mts asociadas a mas
de 400 variantes bioquimicas.

Objetivos: Relacionar las caracteristicas clinicas, el porcentaje de actividad
enzimatica (AE) y el genotipo en pt con DG6PD.

Materiales y Métodos: Estudio retrospectivo-descriptivo de 11 pt varones,
pertenecientes a 8 familias no relacionadas con diagndstico confirmado de
DG6PD por cinética espectofotométrica a 340nm, edad mediana 7.92 afios (r
0.62-56.42), en el periodo comprendido entre marzo de 1991 y mayo de 2013.
El anlisis molecular del gen G6PD se realizé por PCR-Secuenciacion.
Resultados: 6 pt presentaron AHCNE. En 4 de ellos se detectaron 2 MTs des-
criptas previamente: p.Phe3811le en 3 pt pertenecientes a la misma familia (AE
3.9 %, 4.3 % y 18.2 %) y p. Arg387His en 1 pt (AE 15 %). En los 2 pt restantes
se detectaron 2 MTs atn no reportadas: p.Ser332Phe (AE 5 %) y p.Pro409GIn
(AE 19.1 %). En los 5 pt con AHE el analisis molecular permiti6 detectar las
siguientes Mts: 2pt p. Leu323Pro (AE 11.5 % y 17.3%); 1pt p.Ser188Phe (AE
31%) y 2pt p. [376 A>G; 202 G>A] (AE 20 % y 21.5 %).

Conclusion: la caracterizacion bioquimica y molecular de pt diagnosticados
con DG6PD permiti6 observar la heterogeneidad molecular de esta deficien-
cia, la adecuada relacion entre la clinica y las MTs encontradas y describir 2
nuevas mutaciones puntuales asociadas a DG6PD Clase 1.

IDENTIFICACION DE HEMOGLOBINA HASHARON

PAYP003
(HB HASHARON)

M Aixald, MP Dominguez , K Canalejo , F Acevedo , MA Bracken , I Bragos ,
M Ojeda, A Pratti, M Voss , A Milani, S Perez 1-Laboratorio Aixala-Blanco;
2-Catedra de Hematologfa. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuti-
cas, Universidad Nacional de Rosario. Rosario, Santa Fe.

Introduccion Hb Hasharon [a47(CE5) Asp(GAC) °*His (CAC)] es una Hb
anormal, reportada en judios (Ashkenazi), italianos y alemanes. Presenta
movilidad similar a la HbS (acetato celulosa) y aunque tiene poca relevancia
clinica per sé, es importante el estudio familiar en caso de heredarse junto
a otras variantes de Hb. Objetivo Reportar y analizar los estudios realizados
para llegar a la identificacion de Hb Hasharon. Materiales y métodos Propé-
sito: mujer (descendiente de europeos del este) y su hija. Consulta por leve
microcitosis con perfil de hierro normal. Estudios: hemograma, perfil de hie-
rro, electroforesis Hb en medios alcalino y dcido, Hb fetal, drepanoformacion,
analisis de cadenas de globina a y § (urea/2-mercaptoetanol), amplificacion
por PCRy secuenciacion de los genes alfa globina 1 y 2. Resultados Propésito/
hija respectivamente: eritrocitos 5,38/5,54 x1012/L; Hb 14,4/14,6 g/dL, VCM
81,6/79,3 fL; HCM 26,7/26,3 pg; ADEcv 13,1/13,0 %, ADEde 38,2/36,8 fL;
hierro 67/74 ug/dL; HbA2 2,9/2,5 %; Hbfetal 0,5/0,5 %; Hbintermedia entre
HbA-HbA2 (acetato celulosa-alcalino) 27,7/21,6 %. En ambas se observo lige-
ra microcitosis e hipocromia, drepanoformacion negativa, Hb con movilidad
mds lenta que HbA (electroforesis agar-acido) y cadena a globina anémala.
No se detecto alteracion en la secuencia del gen alfa 1 globina; la secuencia del
gen alfa 2 globina mostré una mutacién puntual (cambio de Asparagina por
Histidina en el codén 47) denominada Hb Hasharon.

Conclusiones: 1-Ante el hallazgo de una banda intermedia HbA-HbA2 (ace-
tato celulosa-alcalino), considerar otras posibles hemoglobinas anémalas ade-
mas de la HbS; 2-Ante una Hb andmala menor al 30 % tener en cuenta posible
mutacion en el gen alfa; 3-La hematimetria y los perfiles electroforéticos son
fundamentales para orientar el estudio molecular; 4-Es importante combinar
metodologias clasicas y genético-moleculares en el estudio de las hemoglobi-
nopatias para arribar a una correcta identificacién de la Hbanomala.

TALASEMIA INTERMEDIA (TI): COMBINACION PAYP004
DE BETA TALASEMIA (8Th)

Y TRIPLICACION DE GENES ALFA

I Bragos, M Ojeda, A Pratti, M Voss, A Milani, O Lanza, S Perez, ] Fedele
1Catedra de Hematologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuti-
cas, UNR. Rosario. 28anatorio Los Arroyos. Rosario.

Introduccion: las Th son desérdenes hematoldgicos debidos a defectos en los
genes de a y £ globinas. Un desbalance en la sintesis de una o més cadenas de
globina puede resultar en un amplio espectro de fenotipos, dependiendo del
tipo y la cantidad de globina sintetizada. En pacientes con TI, condicion cono-
cida como “Th no dependiente de transfusiones” (TNDT), los requerimientos
transfusionales son ausentes o episodicos. TNDT incluye 8TI, HbE/SThyaTI,
conocida también como enfermedad por Hb H. La 8T1 resulta de la herencia
de uno o dos alelos leves de 8Th; la co-herencia junto con dos alelos severos, de
modificadores genéticos (ej: alfa Th o determinantes genéticos que aumentan
la Hb F) que reducen el desbalance de la sintesis de cadenas o la co-herencia
de mutaciones tipicas de f3-talasemia y triplicacion o cuadruplicacion del gen
alfa lo que aumenta el desbalance de cadenas. Objetivo: presentar un caso de
TI y analizar los estudios realizados para llegar al diagndstico. Materiales y
Métodos: mujer de 36 afios que consulta por moderada anemia a la que se le
realizo hemograma, patron de hierro, electroforesis de hemoglobinas, ARMS-
PCR y Gap-PCR. Resultados: GR 3.68x106/ml, Hb 8g/dl, Hto 26%, VCM
66fL, HCM 21pg. con microcitos hipocrémicos, punteado baséfilo y marcada
poiquilocitosis. El patrén de hierro fue normal. El estudio de hemoglobinas
por electroforesis evidencio A2= 4,9%, coincidente con el de un portador de
RTh. Mediante ARMS-PCR se detect6 la mutacion IVSI-1. Debido a la impor-
tante anemia de la paciente que no podia ser justificada por su condicion de
portadora de fith, se investigo mediante GAP-PCR la triplicacion de genes alfa
(aaaanti3.7) resultando ésta positiva. Conclusiones: en la paciente se detect6
la asociacion de f3th y triplicacion de genes alfa como responsable de su TI.
La hematimetria y el perfil electroforético son fundamentales para orientar
el estudio molecular. Se deben tener en cuenta las posibles asociaciones de
los alelos talasémicos con modificadores genéticos que agravan el fenotipo de
portador. Es importante combinar metodologias clsicas y moleculares en el
estudio de las hemoglobinopatias para arribar a un diagnostico correcto.
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ESPECTRO DE MUTACIONES Y ASOCIACIONES DE PAYP005
ALELOS BETA TALASEMICOS

M Ojeda, I Bragos, S Perez, A Pratti, M Voss, A Milani, M Williams

K Calvo, E Agriello, M Aixala

1Cétedra de Hematologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuti-
cas, UNR. Rosario. 2 LEB Laboratorio de Especialidades Bioquimicas.
Bahia Blanca 3 Laboratorio Aixald-Blanco. Buenos Aires

Introduccion: las Th son desérdenes hematoldgicos heredados con caracter
autosémico recesivo. Los defectos en el gen de b globina son responsables de
las b Th. Las mutaciones resultan en la ausencia o reduccién de sintesis de
cadena b (b” 6 b* Th), hay mas de 200 descriptas como responsables. A pe-
sar de la marcada heterogeneidad molecular, 4 a 10 mutaciones generalmente
ocurren en la gran mayoria de los alelos talasémicos (AT). En ocasiones, éstos
se pueden asociar a otras mutaciones que pueden suavizar o agravar el cuadro
de portador. Objetivo: presentar el espectro de mutaciones de b Th y sus aso-
ciaciones en una poblacion de 246 AT. Materiales y Métodos: se estudiaron
246 AT. Mediante ARMS-PCR se analizaron 6 mutaciones (CD39, IVSI-110,
IVSI-6, IVSI-1, IVSII-1, IVSII-745) y en aquellos en los que no se identifico nin-
guna de éstas, se procedio a la secuenciacion del gen b desde la posicién -159
de la region promotora hasta 200 bases corriente abajo de la finalizacion del
gen. Resultados: de los 246 AT estudiados, el CD39 se hall en 120 (48,78%), el
IVSI-110 en 60 (24,39%), el IVSI-1 en 23 (9,34%), el IVSII-745 en 17 (6,91%),
el IVSI-6 en 14 (5,69%) y el IVSII-1 en 5 (2,03%). Mediante secuenciacion
se identificaron las mutaciones: IVSI-2 en 2 AT (0,81%), CD6(-A) en 1 AT
(0,40%) y CD41/42 (-TTCT) en 1 AT (0,40%). Estas 3 Gltimas mutaciones
correspondireon a b0 Th. En 2 AT no se detectaron mutaciones en el gen b
(0,81%). Del total de AT estudiados, 18 (7,31%) se asociaron con otros AT,
2 (0,81%) con HbS, 1 (0,40%) con Hb Interlaken, 7 (2,84%) con triplicacion
de genes alfa y 2 (0,81%) con alfa Th (-a*’). Conclusiones: el alelo CD39 fue
el mas frecuente, siguiendo en frecuencia decreciente el IVS I-110, el IVSI-1,
el IVSII-745, el IVSI-6 y por tltimo el IVSII-1. Del total de AT estudiados, el
10,97% se encontrd asociado a otras mutaciones que empeoraron su fenotipo
(otros AT, HbS, aaa**®7), mientras que un 0,81% se asoci6 a mutaciones que
lo suavizaron (-a*7). En todos los casos la asociacion de alelos talasémicos con
triplicacion de genes alfa resulté en Th intermedia. La asociacion de un AT con
Hb Interlaken, no modificé el fenotipo talasémico.

DESCRIPCION DE LA PRIMERA FAMILIA CON
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PAYP006

SINDROME TALASEMICO DOMINANTE POR HB

DURHAM-N.C. EN ARGENTINA.

M Attie, KG Scheps , N Basack , A Cocca, SP Pennesi, G Drelichman

L Aversa, L Francipane , V Varela

(1) Unidad de Hematologia, Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, Ciudad
de Buenos Aires, Argentina. (2) Catedra de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, INIGEM,
CONICET, Ciudad de Buenos Aires, Argentina. (3) Division Genética Htal. de
Clinicas “José de San Martin’, Ciudad de Buenos Aires, Argentina.

Introduccion: La p talasemia dominante (TD) hereditaria comprende un gru-
po de mutaciones en el gen de la cadena f globina, produciendo un fenotipo
talasémico. Hay mas de 30 alelos que se heredan en forma dominante asocia-
dos con rasgos similares. La variante Durham/Brescia corresponde a una Hb
hiperinestable causada por una mutacién puntual de cambio de sentido en el
codén 114 (CTG >CCG) del gen HBB. Existen pocas familias reportadas en la
literatura. Objetivo: Presentar el perfil hematologico y molecular de la primera
familia en Argentina con sindrome TD por Hg Durham-N.C. Materiales y
Métodos: Paciente (p) masculino con diagndstico de portador talasémico des-
de los 5 afios (a) de edad con: Hb: 9.5gr/dl, microcitosis e hipocromia, HbA2
4.5% y Hb F 11.6%, CK negativo. Padres y hermana: HbA2 y HbF normales.
Alos 10 a de edad: colecistectomia Eor litiasis vesicular. Se purifico ADN ge-
noémico del p y su hijo (h), se amplifico por PCR el gen HBB completo y se se-
cuencid. Se estudiaron 3 marcadores asociados al aumento de Hb F rs7482144
(HBG2-158) por PCR y digestion con Xmnl y rs4895441 (HBSIL-MYB) y
rs11886868 (BCL11A) por PCR Real Time y deteccion con sondas TagMan.
Resultados: Las secuencias del gen HBB del p y su h mostraron el cambio
.344T>C en heterocigosis, (beta 114(G16) Leu>Pro) que corresponde a la Hb
Durham-N.C. o Hb Brescia (HbVar ID 493) una hemoglobina inestable con
un fenotipo de TD. El cambio de un aminoacido aliftico por uno polar que
introduce rigidez, perturba la estructura de la hélice G. La proyeccion de la
cadena lateral al bolsillo del hemo, desestabiliza la estructura, provocando la
precipitacion de las cadenas B y disminuyendo la interaccién con las cadenas
de o globina. El p presentd la siguiente combinacion de alelos para los loci de
Hb F estudiados: CT, AA y GG; mientras que su h resulté CC, AG y AG.
Conclusion: se reporta por primera vez en Argentina esta variante, que se
resentd de novo; el estudio familiar confirma que la mutacion se trasmitio a
a descendencia. Se realizd el asesoramiento genético familiar. Los diferentes
genotipos para los marcadores de Hb F estudiados no justifican las diferencias

observadas en los niveles de Hb E

HEMATOMA DE MUSCULO PSOAS PAYP007
EN PACIENTES CON HEMOFILIA

H Simon, M Candela , M Tezanos-Pinto , D Neme

Fundacion de la Hemofilia. Buenos Aires, Argentina. Academia Nacional de
Medicina de Buenos Aires, Argentina

Introduccion: Los hematomas del musculo psoas (HMP) son una complica-
cion frecuente en pacientes con hemofilia, potencialmente fatales y asociados
a morbilidad significativa. Se presentan con dolor abdominal inferior e in-
guinal y sintomas de compresién del nervio femoral. En la literatura solo se
reportan casos aislados acerca de esta entidad. Materiales y métodos: Analisis
retrospectivo de los pacientes internados en nuestra Institucion con diagnos-
tico de HMP entre julio de 2009 y junio de 2012. Resultados: Se registraron
37 eventos en 33 pacientes, cinco tenfan inhibidor, ninguno realizaba trata-
miento de profilaxis. El 54% presenté HMP previo. La edad media fue de 22
¥/ 8,7 anos. El 32% fue desencadenado por traumatismo o esfuerzo. Todos los
pacientes al momento del diagnostico presentaron dolor en fosa iliaca o in-
guinal acompanado de flexion antalgica del muslo. El 65% presentd sintomas
sensitivos. Se realizé diagnostico ecografico en 13 episodios (35%), con un
volumen medio de 261 cc. En los pacientes sin inhibidor se realizd tratamiento
sustitutivo en infusion continua durante 6 +/- 2 dias, con dosis media de 1,8
UI/Kg/h (rango 1,1-3). La recuperacion plasmatica de factor fue 41% (20-97).
Entre los pacientes con inhibidor se reportaron 11 eventos; nueve fueron tra-
tados con NovoSeven®, con dosis media total durante la internacion de 258,7
mg. Dos pacientes recibieron FEIBA®, con una dosis promedio de 50.500 UL
El promedio de estadia hospitalaria fue 8,6 dias. E1 86% alcanzd recuperacion
completa (extension completa del muslo, ausencia de dolor). Dos pacientes
requirieron transfusion de globulos rojos. En andlisis multivariable la presen-
cia de inhibidor fue el unico factor que se correlacion6 negativamente con la
probabilidad de recuperacion.

Conclusiones: Entre los pacientes que no realizan tratamiento profilactico los
HMP son un evento frecuente con un alto indice de recaidas. El tratamien-
to con infusion continua del factor deficiente acelera la recuperacion ya que
mantiene valores hemostaticos de forma constante. La presencia de inhibidor
se asocia a una menor probabilidad de recuperacion completa.

{CUANDO RESULTA CLINICAMENTE SIGNIFICATIVO | PAYP008
UN CAMBIO EN LA HEMOSTASIA?

L. Maydana, S. Martinez Methol, F. Ventimiglia, L. D’ Agostino
Laboratorio DAgostino-Bruno. La Plata.

Introduccion: La diferencia critica o valor de referencia para el cambio (RCV)
permite establecer si la diferencia entre dos resultados sucesivos de un analito
es debida a la variabilidad bioldgica y analitica del mismo o a un cambio en la
homeostasis del paciente. Resulta ser un parametro de gran utilidad tanto para
el médico para la toma de decisiones durante el monitoreo de un tratamiento
como para el bioquimico a la hora de validar un resultado. Objetivo: Calcular
el RCV para tres parametros de coagulacion solicitados habitualmente por los
médicos en los estudios de hemostasia, tiempo de tromboplastina parcial acti-
vada (APTT), Tiempo de Protrombina (TP) y Fibrindgeno (FBR). Materiales
Métodos: Se utilizo un coagulémetro semiautomatizado ST4 art, Stago. Para
f'a medida del APTT, se utilizo el reactivo APTT Kaolin (Roche), para el TP, el
reactivo Neoplastin Plus (Roche) y para el FBR, el reactivo Fibriprest (Roche).
Se calculé el RCV mediante la ecuacién de Fraser: RCV: Z x 21/2 x (VB2 +
CV2)1/2, donde VB es la variabilidad biologica (fluctuacion de un determina-
do analito en su concentracién en condiciones normales, obtenida de la base
de datos de Ricos y col.), CV es el coeficiente de variabilidad analitica porcen-
tual (se obtiene a partir del promedio del CV de cada analito registrada en
nuestro control de calidad interno durante un periodo de 6 meses) y Z= 1,96,
es factor que estd relacionado con el niimero de desvios estandar correspon-
dientes a la probabilidad del 95%. Se consideraron 2 niveles de decision (ND)
para cada pardmetro evaluado. Resultados: APTT: VB 2,7%; CV 5,6%, RCV
17,2%; ND 32 seg, RCV abs 6 seg; ND 70 seg, RCV abs 12 seg.
TP: VB 4%; CV 4,9%, RCV 17,5%; ND 12,5 seg, RCV abs 2 seg; ND 32,7 seg,
RCV abs 6 seg. FBR: VB 10,7%; CV 14,9%, RCV 50,8%; ND 344 mg/dl, RCV
abs 174 mg/dl; ND 153 mg/dl, RCV abs 78 mg/dl.
Conclusiones: Mediante e% célculo del RCV logramos determinar el porcen-
taje del cambio por encima del cual se asume (cl{ue la condicion del paciente
varfa por razones q}lle no dependen del método de medida o de su VB. Resultd
ser 17,2% para APTT, 17,5% para TP y 50,8% para FBR. Incorporar el RCV
en el informe del paciente brinda mayor informacion que la otorgada por el
rango de referencia. A través del mismo, el médico podra definir si un cambio
numérico en el resultado refleja un cambio significativo en la homeostasis del
paciente y establecer la toma de decisiones. Actualmente, se utiliza este para-
metro en nuestro laboratorio para la validacién bioquimica de los resultados
de pacientes y permite tomar una de las siguientes acciones: decidir la repe-
ticion de un estudio, re citar un paciente, llamar al médico o incorporar una
advertencia en el informe.
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GENOTIPOS DE VKORC-1 EN PUEBLOS ORIGINARIOS | PAYP009
M Vera Morandini, L Remotti, S Grosso , M Ingratti , F Alberto

, S Meschengieser , A Sanchez Luceros , M Lazzari, A Blanco,

Dpto. Hemostasia y Trombosis - THEMA Academia Nacional de Medicina,
Argentina.

La dosis de los anticoagulantes orales depende en parte de los polimorfismos
(SNPs) del gen de la vitamina K e ()xigoreductasa (VKORC-1). Dado que
no existen reportes de estudios de la prevalencia de los SNPs de VKORC-1
(-1673G>A y 1173C>T) en individuos pertenecientes a pueblos originarios,
nos planteamos registrar las caracteristicas étnicas de pacientes anticoagu-
lados, para analizar la frecuencia de los alelos y compararla con la de indi-
viduos controles de origen caucasico, para determinar si existen evidencias
de un comportamiento diferente entre ambos grupos. Materiales y Métodos:
Estudiamos 77 individuos (8-88 afios; femenino 65%), 27 de los cuales eran
anticoagulados descendientes de pueblos originarios y 50 controles, de ori-
gen caucasico. El origen étnico de los individuos analizados se asigné en base
a los resultados de una encuesta validada. La genotipificacion fue realizada
mediante el analisis de la longitud de los fragmentos polimdrficos de restric-
cion (RFLPs), luego de la amplificacion del ADN por la reaccién en cadena
de la polimerasa %PCR), seguida por digestion con Mspl para -1639G>A y
Styl para 1173C>T. Resultados: La tabla muestra la frecuencia de los SNPs
-1639G>A y 1173C>T en los descendientes de los pueblos originarios y en los
controles caucasicos. Las diferencias no fueron significativas (Chi cuadrado,
p>0,05) para ninguno de los SNPs analizados. Se corroboré ademds que existe
desequilibrio de unién (p<0,0001) entre los dos SNPs, en ambos grupos. Con-
clusiones: Si bien no encontramos diferencias estadisticamente significativas
que muestren un comportamiento diferente de la frecuencia alélica en ambos
grupos étnicos, estos resultados son preliminares. El nimero de muestras de
pacientes (n: 27) es pequeilo, ello podria hacer no significativa la tendencia
observada en el sentido de una mayor proporcion de heterocigotos, de ambos
SNPs, en los individuos descendientes de pueblos originarios. La inclusion de
un nimero mayor de casos analizados, podria dar peso estadistico a estas di-
ferencias.

F ia (%) 6n estadistica
Polimorfismo | Genotipo Ca& Cj;)c)os Pueblo(sn(:);gmanos P
AA 24,0 22,2
-1639G>A AG 40,0 55,6 0,363
GG 36,0 22,2
CcC 32,0 22,2
1173C>T CT 48,0 63,0 0,453
TT 20,0 14,8

PREVALENCIA DE TROMBOFILIA HEREDITARIA PAYPO10
POCO FRECUENTE: ANALISIS DESDE

EL LABORATORIO

A.C. Maldonado, A. Avigliano, C. Val, M.E. Yaunguzian, R. Fernandez, G.
Garritano, D. Aylagas, A. Yahari, A.B. Vilaseca, M.I. Gutiérrez

Stamboulian Laboratorio y Clinica San Camilo, Buenos Aires, Argentina

Las alteraciones genéticas mas frecuentes que definen trombofilia son: la
mutacion R506Q en el Factor V (Leiden, FVL) y la mutacion G20210A en el
Factor II (protrombina). Ambas presentan herencia autosémica dominante y
penetrancia variable, dependiendo de otros factores de riesgo. El FVL se aso-
cia a resistencia a la proteina C activada y se report6 en 2.9% de la poblacion
argentina y 18% de pacientes caucasicos con enfermedad tromboembdlica
(ETE). Protrombina G20210A se reportd en 2,6% de la poblacion argentina
¥y 6,2% de pacientes caucasicos con ETE. La prevalencia de portadores doble-
heterocigotas y homocigotas es menor (0,1% y <0.02% en poblacion cauca-
sica). Los individuos portadores tienen un riesgo aumentado de trombosis,
incrementandose mucho més en los que presentan 2 alelos mutados. Nuestro
objetivo fue analizar la prevalencia de individuos con estas alteraciones gené-
ticas en pacientes con sospecha de trombofilia referidos a nuestro laboratorio.
Se estudiaron en total 1037 pacientes de Julio 2008 a Junio 2013 para FVL
(N=432) y/o Protrombina G20210A (N=832) por PCR en tiempo real (Roche)
en ADN gendmico extraido de sangre periférica. La RPCA se midi6 con el
COATEST APC Resistance, Chromogenix. La razén (VR>2) estima la funcion
anticoagulante in vivo. Una RPCA <2.0 sugiere portador y <1.6 homocigota.
Las frecuencias observadas fueron para FVL: 17% heterocigotas y 0,7% homo-
cigotas; para Protrombina G20210A: 4% heterocigotas y 0,24% homocigotas.
Se identificaron 3/227 doble heterocigotas (1.3%). Las RPCA fueron en pro-
medio 2,58 (rango 1,4-3,5) para los normales, 1,73 (rango 1,5-2,0) para los
heterocigotas y 1,2 para los 3 homocigotas. Concluimos que las frecuencias
observadas confirman los datos de la bibliografia. Existe una asociacion cla-
ra entre el genotipo FVL y la RPCA. Se identificaron 8 casos de trombofilia
infrecuente, con homocigosis del FVL, de la protrombina 20210A y doble-
heterocigotas, que merecen un seguimiento especial, considerando que tanto
la genética como el ambiente son factores predisponentes de ETE.

DIAGNOSTICO DE LEUCEMIAS AGUDAS PAYPO11
EN NUESTRO CENTRO: ANALISIS

MOLECULAR/CITOGENETICO

C Lang, P Iommi, P Pombo , L Zanella, F Torreguitart, N Santillin , E Agriello
LEB Laboratorio de Especialidades Bioquimicas, Bahia Blanca, GHS

Introduccion: Las leucemias agudas (LA) representan el 44% de las leucemias
diagnosticadas por afo en todo el mundo. Las leucemias linfoblasticas agu-
das (LLA) predominan en la poblacion pediétrica, y en adultos las leucemias
mieloblasticas agudas son las mas frecuentes (LMA). La identificacién de al-
teraciones clonales tiene relevancia clinica en el diagndstico y el prondstico,
esto justifica realizar una adecuada caracterizacion de la patologia. Objetivo:
Correlacionar los resultados de técnicas citogenéticas (CTG) y moleculares en
la identificacién de leucemias agudas luego de la identificacion de linea por
Citometria de Flujo Multiparamétrica (CEM). Materiales y métodos: Se estu-
diaron 196 LA (enero 2012-julio 2013), 114 LLA (77 pediatricos y 37 adultos)
y 82 LMA. El diagnéstico se realizé por morfologia y se identificé la linea invo-
lucrada por CFM. El perfil inmunofenotipico orientd al estudio molecular. Los
rearreglos evaluados en LLA fueron: BCR-ABL, ETV6-RUNX1, MLL, MYC,
SIL-TAL y E2A, y en LMA: PML-RAR, AMLI-ETO, MLL, CBFB (inv(16)) y
BCR-ABL. El estudio citogenético (CTG) se realizé en 78 LMA y en 106 LLA.
Resultados: Se hallaron cariotipos anormales en 50% de las LLA y en 59% de
las LMA. En 11/13 PML-RAR+ se encontré la t(15;17). En 4/6 AML-ETO+
se halld la t(8;21), todos con expresion de CD19 y/o CD56, en uno de ellos
ademds se encontré en el CTG una t(9;22) ratificado por técnica molecular.
En 1/3 MLL+, LMA con dif. monoblastica y 7.1+, se encontrd del(11)(q23).
En 3/5 CBFB+ se encontrd la aberracion en el CTG. En las LLA BCR-ABL+
por FISH se encontrd la t(9;22) en todos los pacientes pedidtricos y en 5/8
adultos. En 2/3 pacientes pediatricos MLL+, LLA pro-B y 7.1+ se encontrd
t(4;11) en el CTG. En 2/4 de los pacientes MYC+ se hallaron add(14) y t(2;8).
Conclusiones: El estudio secuencial para identificacion de patologias a partir
de la inmunofenotipificacion sirve para optimizar el uso de las técnicas. Los
resultados demuestran su complementariedad pero nunca su sustitucion. El
CTG confirmd la alteracion detectada por FISH en casos positivos para BCR-
ABL, PML-RAR, MYC y AMLI1-ETO. Se evidencia la necesidad de formacién
profesional en la toma de muestra, transporte y procesamiento para la mejor

resolucion del CTG.

COMPARACION DE RESULTADOS DE SUBPOBLACION | PAYP012
DE LINFOCITOS T POR DOS TECNOLOGIAS

DIFERENTES DE PLATAFORMA SIMPLE

H Kranen, H Poblete , ] Mollo

Laboratorio de Microbiologia y Medicina Molecular. Hospital de Enfermeda-
des Infeciosas Dr. Lucio Cérdova. Santiago, Chile

Introduccion: El estudio de subpoblaciones de linfocitos T es indispensable
para etapificar la infeccion de VIH como evaluar la respuesta inmunoldgica
a la terapia antiretroviral. Para ello se utiliza la técnica de citometria de flujo y
dentro de esta técnica el Gold Standard es en plataforma simple, que permite el
analisis inmunofenotipico de diversas poblaciones celulares con una muestra
de sangre marcada con anticuerpo monoclonal mas fluorocromos y lisada para
su lectura en un Gnico tubo de analisis. En nuestro laboratorio, desde el 2007
se utilizé la Técnica de Becton Dickinson: MultiTEST CD3 FITC/CD8 PE/
CD45 PerCP/CD4 APC con TruCount y a fines del 2011 se introdujo la Tec-
nologfa de Beckman Coulter: TetraCHROME-CD45FITC/CD4-RD1/CD8-
ECD/CD3-PC-5 con FlowCOUNT, ambos de plataforma simple. Con el fin
de asegurar la reproducibilidad y la calidad con la nueva tecnologa se realizé
un muestreo comparativo. Objetivo: Comparar los resultados de los recuentos
de las subpoblaciones linfocitarias, expresados en valores porcentuales y abso-
lutos, utilizando la plataforma simple en dos Citometros de diferentes marcas
y reactivos. Materiales y Método: Se analizaron 40 muestras de sangre fresca
obtenidas en el laboratorio de pacientes elegidos al azar. Cada muestra se pro-
ceso en paralelo con los reactivos de Becton Dickinson y Beckman Coulter.
Los Citometros usados para las lecturas fueron FacsCalibur de Becton Dickin-
son y Cytomics FC500 de Beckman Coulter. Resultados: Se aplico el Test de
Student con un intervalo de confianza del 95% no observandose diferencia en
las varianzas obtenidas, encontrandose los siguientes resultados: Estadistico t
CD3= -0.99; CDcél/pl= 0.49; %CD4= -0.34; CD4cél/pl= 0.21; %CD8= -0.39;
CD8cél/pl= 0.53; el valor critico de t resulto ser para %CD3=1.99; CD3cél/l=
1.99; %CD4=1.99; CD4cél/pl= 1.99; %CD8=1.99; CD8cél/pl=1.99 y P es para
%CD3= 0.32; CD3cél/pl= 0.62; %CD4= 0.73; CD4cél/ul= 0.82; %CD8= 0.69;
CD8cél/pl=0.59. Conclusion: Al analizar los datos entre ambos equipos no se
observan resultados estadisticamente diferentes, considerandose por lo tanto
a las dos tecnologias de plataforma simple homdlogas.
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EVALUACION DEL ENVEJECIMIENTO ERITROCITARIO| PAYPO13
FISIOLOGICO POR CITOMETRIA DE FLUJO.

MA Ensinck, C Biondi, L Racca, C Cotorruelo , A Racca

Laboratorio de Inmunohematologta. Area Inmunologia. Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas. Universidad Nacional de Rosario.

El envejecimiento eritrocitario esta asociado a una disminucion en el volu-
men de los globulos rojos (GRs), aumento en la densidad celular, pérdida en la
asimetria de la membrana con aumento de fosfatidilserina en la capa externa,
unién de IgG autéloga y a cambios en la expresion de diferentes proteinas. La
principal dificultad en el estudio del mismo es obtener fracciones homogéneas
de GRs con la misma edad. El objetivo de este trabajo fue evaluar si las alte-
raciones que sufren los GRs en el envejecimiento pueden ser detectadas por
citometria de flujo (CMF) en sangre entera. GRs al 0.2% en PBS se incubaron
con: anti-IgG humana-Alexa488, anti-C3APC (indirecto), Anexina VPE (AV),
anti-C59FITC, anti-CD55PE, anti-CD47PE. Se utiliz6 un citémetro FACSAria
II. Teniendo en cuenta que FSC representa el tamano celular y SSC la comple-
jidad celular interna; asumimos que la poblacion de GRs senescentes (GRSe)
se encuentra en la zona de < FSCy > SSC. El % de células IgG+ en GRSe
(2.3+1.4%) fue significativamente mayor que en GRJ (0.4%+0.25%) (p<0.002),
el % de células C3+ en GRSe (2.2+1.4%) fue significativamente mayor que para
GRJ (0.240.55%) (p<0.0001). El % de células AV+ en GRSe (1.77+0.50) fue
significativamente mayor que para GRJ (0.210.06) (p <0.001). La expresion
de CD55 y CD59 evaluada a través de la intensidad de fluorescencia media
(IFM) fue para CD55 en GRSe (1211.0 + 274.34) y CD59 en GRSe (1561.6
+ 415.02) significativamente menores que CD55 para GRJ (1395.4 + 342.18)
y CD59 para GRJ (1742.4 + 469.98) (p<0.001). La IFM de CD47 para GRSe
(11869+1046.3) fue significativamente menor que para GR]J (12963.9+1117.45)
(p<0.0001). Los resultados muestran diferencias significativas en los parame-
tros evaluados entre GRSe y GR] y coinciden con los obtenidos por medio de
técnicas separativas convencionales. Por lo tanto esta metodologfa, utilizando
poca cantidad de muestra y minima manipulacion, permitirfa: 1- profundizar
el estudio de las lesiones en los GRs durante su envejecimiento y 2- evaluar la
calidad de las bolsas en los bancos de sangre al momento de ser utilizadas.

POSTERS ADULTOS Y PEDIATRICOS
INHIBICION DEL CLUSTER PERINUCLEAR PAYPO14
MITOCONDRIAL (CPNM) Y DE LA AUTOFAGIA POR

VINCRISTINA (VCR) EN CELULAS DEL LINFOMA DE BURKITT (LB):
SU USO POTENCIAL PARA SENSIBILIZACION

A DROGAS CITOTOXICAS

LI Kornblihtt, V Cavaliere , T Lombardo , S Costantino , E Alvarez , G Blanco

1 Servicio de Hematologia Hospital de Clinicas UBA 2 LIT-IDEHU-CONICET-
FFyB-UBA 3 LaITo-IDEHU CONICET- FFyB-UBA

Las células tumorales recurren a la autofagia como una via de resistencia a la muerte
inducida por farmacos. Se conocen varios mecanismos dependientes de la auto-
fagia que mejoran la sobrevida tumoral. Entre ellos, la eliminacion de las mito-
condrias (mitofagia) serfa responsable de la resistencia a farmacos que producen
apoptosis por via mitocondrial. En algunas células neopldsicas, las mitocondrias
son transportadas hacia la zona perinuclear para ser eliminadas por autofagia. En
este trabajo, buscamos identificar autofagia basal y presencia de CPNM en células
LB (Raji) y en leucemia promonocitica (U937) y evaluar el efecto de VCR, como in-
hibidora de microtibulos (MT), sobre los CPNM, La masa mitocondrial se evalud
con sonda mito-tracker roja (SMTR), la distribucion de mitocondrias polarizadas
con tetrametilrodamina-éster (TMRE) (ambas c/microscopio de fluorescencia) y
la autofagia por tincién de autofagosomas con monodancilcadaverina (MDC) que
por excitacion UV emiten fluorescencia azul (citometro de flujo). Drogas utiliza-
das: rapamicina 0.25 a 2uM (inhibidor mTOR, inductor de autofagia), VCR 1uM
(inhibidor de MT), triéxido de arsénico (ATO) 1-3uM (subcitotdxica) y 5-15uM
(citotoxica) , acido valproico (VPA)1-4mM (subcitotdxica) y 5 -8mM (citotoxica)
(inbhibidor de HDAC). Las células LB, en condiciones basales, mostraron autofago-
somas prominentes y mas de un 20% se detectd como positivas (citometria de flujo).
Los niveles basales se incrementaron con Rapamicina hasta un 70% a las 24hs.

El flujo autofégico se bloque¢ al incubar 2 hs con VCR. ATO y VPA, a dosis subci-
totdxicas, incrementaron la autofagia pero, a dosis citotdxicas, la disminuyeron (>
40%) a las 72hs. Identificamos la presencia de CPNM en la linea Raji pero no en la
linea U937 (tincion SMTR y TMRE). VPA aument6 la definicion del CPNM mien-
tras que VCR alterd por completo el CPNM creando una distribucién subcelular
citoplasmatica muy similar a las células U937 en condiciones basales. Concluimos
que la VCR, en dosis subcitotdxicas, tiene como blanco molecular el CPNM, blo-
queando la mitofagia y siendo un potencial agente sensibilizante de LB a drogas
citotoxicas que inducen apoptosis por via mitocondrial

MECANISMO DE RESISTENCIA A LAS DROGAS PAYP015
DEPENDIENTE DE BNIP3 Y DEL SISTEMA DE

MICROTUBULOS (MT) EN CELULAS DE LINFOMA

DE BURKITT (CLB): REVERTIDO POR VINCRISTINA (VCR)

Y DROGAS EPIGENETICAS

LI Kornblihtt, T Lombardo, V Cavaliere, S Costantino, E Alvarez, G Blanco
(1) Servicio de Hematologia Hospital de Clinicas-UBA (2) LIT-IDEHU-
CONICET-FFyB-UBA (3) LalTo-IDEHU CONICET- FFyB-UBA

El triéxido de arsénico (ATO) se utiliza como monodroga en el tratamiento
de la leucemia promielocitica mientras que el inhibidor de proteasoma (InPr)
Bortezomib en mieloma multiple. Su aplicacion a otras neoplasias hematologi-
cas es dificil por las altas dosis requeridas para inducir muerte a las células tu-
morales y lograr eficacia clinica. Sin embargo, terapias combinadas y dirigidas
a blancos moleculares pueden revertir la resistencia y reducir la dosis efectiva.
En estudios previos, mostramos que la combinacion ATO+ InPr (MG132) re-
sultd antagonica para inducir muerte celular en CLB (linea celular Raji). Aho-
ra exploramos un blanco molecular de resistencia a la induccién de muerte
por drogas dependiente del silenciamiento epigenético de BNIP3 (miembro
“BH3-only” de familia de proteinas Bcl2) utilizando bajas dosis de acido val-
proico (VPA) +VCR para sensibilizar las CLB a la combinacién ATO+ InPr
Metologia: cultivo de Raji en presencia de: 0-20uM ATO, 0-2.5 uM MG132,
1uM azacitidina (AZA) y 3mM valproico VPA (ambas epigenéticas) y 1uM
VCR (inhibidor MT) curva dosis respuesta: lectura de la tincién con Ioduro de
Propidio como marcador de muerte celular y FDA de actividad metabolica en
citémetro de flujo. Las curvas abarcaron de 0-20uM ATO y 0-2.5 uM MG132
para obtener efecto citotoxico de 10-100% en 72 hs Interaccion de drogas: por
isobolograma y determinacion del indice de combinacién (CI) por el método
de Chou-Talalay (sinergismo(CI<1), aditividad (CI=1) o antagonismo (CI>1)
Expresion proteina BNIP3: por inmunofluorescencia con anticuerpo antiB-
NIP3 Resultados: el silenciamiento epigenético de BNIP3 se revirtio con AZA
y VPA. La expresion del BNIP3 se localizé en area perinuclear. La interaccion
ATO+MG132 en presencia de VPA (dosis subcitotoxica) se mantuvo anta-
gonica. Pero en presencia VPA+VCR, la distribucion perinuclear de BNIP3
se desplazo hacia el citoplasma y la interaccion ATO+MG132 fue sinérgica
Conclusion: CLB, sensibilizadas con bajas dosis de VCR+VPA, presentan si-
nergismo entre ATO y el InPr permitiendo reducir mucho la dosis de ambas
drogas. El mecanismo de resistencia a las drogas, revertido por el VCR+VPA,
serfa dependiente del BNIP3 y de la red de microttibulos.

EVOLUCION DEL VALOR DE REFERENCIA PARA PAYPO16
EL CAMBIO EN PARAMETROS DEL HEMOGRAMA

L. Maydana, F. Ventimiglia, S. Martinez Methol, L. D’ AgostinoLaboratorio
D’ Agostino-Bruno La Plata.

Introduccion: La diferencia critica o valor de referencia para el cambio (RCV)
permite establecer si el cambio entre dos resultados sucesivos de un analito es
debido a la variabilidad bioldgica y analitica del mismo o a una alteracion en la
homeostasis del paciente. Es un parametro de gran utilidad tanto para el médi-
co en la toma de decisiones durante el monitoreo de un tratamiento como para
el bioquimico a la hora de validar un resultado. La mejora en el desemperio del
contador hematoldgico, reflejada en el coeficiente de variacion (CV), permite
percibir valores de RCV mds pequefios, y de esta manera ser mas minuciosos
en la toma de decisiones. Objetivos: Evaluar los criterios de validacion del
hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB), leucocitos (WBC), glébulos rojos
(RBC), plaquetas (PLT) y volumen corpuscular medio (VCM), basados en los
valores de RCV, obtenidos en nuestro laboratorio durante los tltimos 3 afios.
Materiales y Métodos: Las practicas evaluadas fueron HCT, HGB, WBC, RBC,
PLT y VCM. El contador utilizado fue un Sysmex XS-1000 (Roche). Se calculd
el RCV mediante la ecuacion de Fraser: RCV: 1.96 x 2 1/2 x (VB2 + CV2)1/2,
donde VB es la variabilidad bioldgica obtenida de la base de datos de Ricos y
col., CV es la variabilidad analitica histérica promedio obtenida de cada ana-
lito registrada en nuestro control de calidad interno y 1.96 es el factor Z rela-
cionado con el niimero de desvios estandar correspondientes a la probabilidad
buscada (95%). Resultados: Valores de RCV obtenidos en el ano 2010 y 2013
respectivamente. HCT: 10% y 9%; HGB: 10% y 11%; WBC: 37% y 31%; RBC
11% y 10%; PLT: 39% y 33%; VCM: 6% y 5%.

Conclusiones: Al evaluar los datos del RCV durante los Gltimos 3 aflos ob-
servamos una mejora en el desemperio del contador hematolégico de manera
tal que nos ha permitido reflejar cambios clinicos significativos mas pequefos
en la mayoria de los pardmetros evaluados. Actualmente, utilizamos el RCV
como una alarma de tipo delta-check que compara si el resultado obtenido
difiere clinicamente del antecedente del paciente. Por el momento, no hemos
introducido modificaciones en los criterios de validacion utilizados, sino que
mantenemos los establecidos en el 2010. Los datos desde 2010 a la fecha con
coincidentes con datos reportados previamente por otro laboratorio regional,
con otra metodologia (Maydana y col. SAH 2009)
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COMPARACION DE DOS METODOS ANALITICOS PAYPO017
PARA LA DETERMINACION DE FERRITINA SERICA.
L Colitto , M Fernandez , N Gémez Del Ménaco, S Pennesi

Hospital de Nifios “Dr R. Gutiérrez” (HNRG). CABA. Argentina

Objetivo: Evaluar los resultados de Ferritina (Ft) sérica obtenidos por 2 me-
todologfas distintas: Quimioluminiscencia (CMIA-ArchitectO) y Enzimoin-
munoensayo (MEIA-AxsymO). Introduccién: Existe relacion directa entre la
concentracion de ferritina sérica y los depésitos de hierro. El déficit de hierro
se instala previo a la anemia manifiesta, la deteccion del estado carencial es im-
portante para el control de la anemia nutricional. (Nifios Ft<10 ng/ml, Adoles-
centes Ft<12 ng/ml). Su medicion también es util en el control de sobrecarga
de hierro en pacientes politransfundidos (Ft>1000 ng/ml). La Ft es un reactan-
te de fase aguda. Materiales y métodos: Se analizaron 144 sueros de pacien-
tes pedidtricos que concurrieron al Servicio de Hematologia. Las muestras se
procesaron en ambos equipos en paralelo. Estadistica: Se utiliz el Programa
GraphPad Prism version6.01. Se realiz6 Correlacion, T-Test y Bland- Altman.
Discusion: Se obtiene un R2=0,9877 similar al declarado por el fabricante
(0.986). El T-Test para muestras pareadas indica diferencia estadisticamente
significativa (p<0,001) y el andlisis de Bland-Altman muestra discordancia en-
tre ambos métodos. Se analizaron los datos por rangos, tomando como valor
de referencia 18-300 ng/ml. De acuerdo con el estudio de Regresion Lineal,
se observa que el método Architect mide entre un 45-55% por encima a lo
determinado por Axsym en valores fuera del rango de referencia.
Conclusion: La tendencia a valores incrementados de ferritina por Architect
en pediatria, particularmente en el Servicio de Hematologia, son criticos ya
que implican un cambio en la conducta médica. Conforme a los resultados
obtenidos, y dada la necesidad de introducir la metodologia CMIA, sugerimos
utilizar el valor de Ft <18 ng/ml como marcador de deficiencia de hierro y
Ft >1500 ng/ml para indicar tratamiento quelante en aquellos pacientes que
cumplan con el resto de los criterios de quelacion hasta tanto se establezcan los
Valores de Referencia para nuestra poblacion.

PAYPO018

¢PODEMOS MEDIR EL EQUIVALENTE DE
HEMOGLOBINA RETICULOCITARIA (RETHE)
EN NUESTROS LABORATORIOS?

D Martinez, C Chernicoff, P Biaggioni

Hospital General de Agudos “Dr. Teodoro Alvarez,
Unidad Asistencial “Dr. Cesar Milstein”

El canal de reticulocitos del contador hematoldgico Sysmex XT-2000i provee
el parametro llamado RET-Y por medicion del histograma de dispersion de
luz frontal (forward scatter). Este pardmetro depende del contenido de he-
moglobina (Hb) reticulocitaria (CHr), de la misma forma que RBC-Y depen-
de del contenido de Hb de los eritrocitos. Es posible por tanto, obtener una
ecuacion (Ec) que permita el calculo de un parametro que estime a la CHr,
nombrado equivalente de Hb reticulocitaria (RetHe). La bibliografia reporta
la Ec RetHe= 5.5569 €0.001RET-Y.

Los objetivos del presente trabajo fueron determinar la Ec que permita obte-
ner el valor de RetHe en nuestros equipos; evaluar el sesgo y coeficientes de
variacion (CV) a partir de los datos obtenidos de controles de calidad (QC);
estimar el error total (ET); y comparar las Ec. Se emplearon dos contado-
res hematoldgicos Sysmex XT-2000i (SI y S2), QC internos con peer-group
(tres niveles). Se obtuvieron las Ec RetHe = 6,4339¢0,001RET-Y y RetHe =
6,0893¢0,0008RET-Y a partir de la curva de regresion entre RBC-Y y HCM.
Al comparar las Ec entre si y con la Ec de la bibliografia se obtuvieron dife-
rencias significativas (p<0,05). En ambos contadores se obtuvieron un BIAS%
maximo de 2,34%, un CV maximo de 2,03% y un ET maximo de 6%. No se
hallaron diferencias significativas entre equipos para los resultados arrojados
para los tres niveles de QC (p>0,05). Los CV intraensayo fueron 0,51+0,08%
y 0,0120,03%; los CV interensayo fueron 1,14+0,27% y 0,01+0,03%; para S1'y
S2 respectivamente. Estos resultados permitirdn a ambos laboratorios obtener
valores de RetHe con un ET y CV aceptables. Nuestros laboratorios pueden
continuar con la puesta a punto de esta determinacion, relevante para evaluar
el hierro disponible. Los laboratorios que opten por este tipo de célculo deben
obtener su propia Ec.

PAYPO19

CUANTIFICACION DE LA ENFERMEDAD

MINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA

LINFOBLASTICA AGUDA PHILADELPHIA POSITIVA
C Ferri, S Pennesi , C Riccheri, ] Bietti, A Cedola, L Aversa
M Lorenzetti, M Preciado, M Bianchini, I Larripa
Laboratorio de Genética Hematoldgica IMEX, CONICET-ANM,

Depto Genética, [IHEMA-Academia Nacional Medicina de Buenos Aires.
Grupo Argentino de Tratamiento de la Leucemia Aguda (GATLA). Servicio
de Hematologia Hospital de Nifos Ricardo Gutierrez. Laboratorio de Biolo-
gia Molecular, Division Patologia, Hospital de Nifios Ricardo Gutierrez.

Introduccion: El gen de fusion BCR-ABL1 producto de la t(9;22)(q34;q11), deno-
minado cromosoma Philadelphia (Ph), se observa en varias entidades oncohema-
tologicas. En la leucemia linfoblastica aguda (LLA) pedidtrica se detecta hasta en un
5% de los casos, siendo la isoforma ela2 la mas prevalente, originando la oncopro-
teina P190. Los pacientes portadores de esta alteracion poseen muy mal prondstico
y alta probabilidad de recaida con el tratamiento convencional es por ello que se
han desarrollado protocolos mas agresivos incluyendo imatinib. Objetivo: Cuanti-
ficar el nivel de los transcriptos BCR-ABLI en pacientes pedidtricos LLA-Ph+ (pro-
tocolo GATLA LLA-PH1+2011) a fin de estimar la respuesta al tratamiento con
quimioterapia mas Imatinib (300mg/d). Materiales y métodos: Se analizaron 30
pacientes (mediana de edad: 10 afios) durante un periodo de seguimiento de 20 me-
ses. Ademds para determinar el valor basal de referencia se estudiaron 11 muestras
de médula 6sea LLA-Ph+ al diagndstico previo al tratamiento. La cuantificacién
de los transcriptosBCR-ABLLI se llevo a cabo por qRT-PCR siguiendo el protoco-
lo del European Against Cancer Program. La curva estindar se realizé a partir de
diluciones plasmidicas conteniendo el rearreglo ela2. La respuesta al tratmiento se
expreso como reduccion Log con respecto al valor basal de referencia. Resultados:
El valor basal de referencia de BCR-ABL1/ABLI al diagnéstico fue de 55,5% (rango
29%-92%). De los 30 casos evaluados por qRT-PCR un 53% (16/30) cuentan con
mas de 1 estudio molecular. Al dia 33 de tratamiento el 16% (5/30) de los casos pre-
sentaron una reduccion logaritmica >3 Log, mientras que al dia 140 el 87,5% (7/8)
alcanzo los 3 Log de reduccion respecto del valor basal de referencia. Considerando
solamente aquellos casos con més de 1 estudio (n=16) un 50% (8/16) alcanz6 una
reduccion >3 Log y la mantuvo, un 31% (5/16) no la logré y el 19% (3/16) restan-
te la perdi6. Conclusiones: nuestros datos indican que el nivel del clon leucemico
disminuye significativamente durante el tratamiento, llegando en algunos casos a
niveles indetectables, lo cual indicaria una buena respuesta a la terapia combinada

con menor probabilidad de recaida.

PAYP020

ACIDO VALPROICO (VPA), DROGA EPIGENETICA
QUE INDUCE AUTOFAGIA Y PROTEGE A LAS CELULAS
DE LINFOMA DE BURKITT (LB) DE LA MUERTE
INDUCIDA POR HIPOXIA

LI Kornblihtt, T Lombardo , V Cavaliere , S Costantino , E Alvarez , G Blanco

1- Servicio de Hematologia Hospital de Clinicas-UBA 2- LIT-IDEHU-CONICET-
FFyB-UBA 3- LalTo-IDEHU CONICET- FFyB-UBA

La autofagia es un proceso de autoeliminacién de organelas intracelulares mediante
autofagosomas que luego se unen a los lisosomas. En neoplasias, su rol es controver-
tido ya que puede promover tanto sobrevida como muerte celular. La microscopia
de fluorescencia (MF) permite el estudio simultaneo de autofagia y muerte, pero
la cuantificacion es limitada. La monodancylcadaverina (MDC), sonda fluores-
cente azul excitable con luz UV, permite detectar y cuantificar autofagosomas por
citometria de flujo (CF). Evaluamos el efecto del VPA en células de LB (Raji) en
normoxia e hipoxia. Método Las células LB se incubaron a 37°C en normoxia e
hipoxia (atmoésfera <0.1%02 introduciendo una mezcla 95%N 5%CO2 en cimara
MIC-101 mediante flow meter dual) y se marcaron con MDC, ioduro de propidio
(PI) y diacetato de fluoresceina (FDA). Mediante CF de laser dual, los autofagoso-
mas se detectaron por excitacion UV y emision de fluorescencia azul, mientras que
la muerte celular se detect6 por excitacion con laser azul y emision de fluorescencia
verde (FDA) y roja (PI). Ademés se evalu6 por microscopia de fluorescencia (MF)
para correlacionar con criterios morfolégicos. Resultados La MF mostré un rango
continuo de fluorescencia entre MDC- y MDC+. Por CF, el 20% de las células sin
tratar fueron MDC+. Rapamicina, inductor de autofagia, aumento este porcenta-
je en forma dosis dependiente (19,4/26,7/45,8/55,8/63,4% con 0,25/0,5/1/2/3 uM
respectivamente). En normoxia, VPA a dosis subcitotoxicas (<4mM) indujo un
incremento dosis dependiente de células MDC+. A dosis mayores, la muerte ce-
lular aumentd progresivamente siendo 6.22 mM el efecto letal (DL) 50% y 8mM
el DL 90%. Con dosis de VPA > DL30%, la autofagia disminuyo progresivamente.
En hipoxia, mas del 97% de las células LB sin tratar murieron a las 72 horas. Pero,
tratadas con VPA 8mM la sobrevida se incrementd a un 53% y mas del 50% de estas
células fueron MDC+ por CF indicando la presencia de autofagia.

Conclusion La CFM de células LB marcadas con MDC/FDA/PI y tratadas con VPA
demostré una relacion inversa entre autofagia y muerte celular. VPA impidi6 la
muerte por hipoxia de las células LB, efecto que se asoci6 al aumento de autofagia.

HEMATOLOGIA « Volumen 17 Namero Extraordinario ¢ XXI CONRGESO ARGENTINO DE HEMATOLOGIA  Octubre 2013

229



INMUNOTIPIFICACION DE ANTIGENO D Y GRUPO

PAYP021
ABO EN UNA POBLACION DEL NEA
L Kovach, R Tejada, V Ivan, G Ojeda

Cétedra Hematologfa Clinica - Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
y Agrimensura - UNNE - Av. Libertad 5400 - Corrientes - Argentina

El estudio de las frecuencias de los grupos sanguineos ABO y Rh en la Argentina revierte
particular interés dado el elevado acervo genético con el que cuenta su poblacién debi-
do principalmente al origen inmigrante de muchos de sus habitantes asi como también
los posibles entrecruzamientos génicos logrados con poblaciones nativas. El objetivo del
presente trabajo fue determinar las frecuencias fenotipicas y génicas de los sistemas san-
guineos ABO y Rh en una poblacién del nordeste argentino. Se trabajé con muestras de
sangre anticoaguladas con EDTA-Na2 obtenidas de donantes voluntarios, pertenecientes
a distintas localidades de las provincias de Chaco (Quitilipi n=15 y Puerto Vilelas n= 35)
y Corrientes (Corrientes Capital n= 32 y San Miguel n= 32), siendo incluidas N= 114
personas para la realizacién de este estudio, con edades comprendidas entre 4 y 63 afios.
La fenotipificacion se realizé en placa con sueros monoclonales IgM (Anti-A, Anti-B,
Anti-D, Anti-C, Anti-c, Anti-E y Anti-e) de marca Rediar®. Para el calculo de las frecuen-
cias génicas del sistema ABO se ha aplico el método de Salvat Puig, 2001. Las frecuencias
de los haplotipos Rh fueron determinados por las formulas propuestas por Nagervadze
etal, 2011.

Sistema Fenotipo n Porcentaje Alelo Frecuencia génica
o 70 61,4 o 0,783
ABO A 39 34,21 A 0,195
B 4 3,51 B 0,022
AB 1 0,88
CCDEE 0 0 CDE 0,040
CCDEe 6 5.26
CCDee 2 19,29 CDe 0,439
CcDEE 1 0,88
Rh + ccDEE 2 175 <DE 0,132
CcDEe 31 27,19
CcDee 35 30,7 De 0,063
ccDEe 9 7,89
ccDee 3 263 De 0,000
cedee 5 438 cde 0,209
Rh - Cedee 0 0 Cde 0,000
cedEe 0 0 dE 0,000

La determinacion del fenotipo ABO y Rh, de costo relativamente bajo, mas alld de su
aplicacién médica y legal puede ser utilizada para el estudio poblacional, dado que estos
estudios ofrecen datos del mestizaje biolégico y sobre el origen de las poblaciones.

El célculo de las frecuencias génicas obtenidas a partir del fenotipo permite una mejor
comparacion de la distribucion de los grupos sanguineos en diferentes poblaciones.

POSTERS ADULTOS Y PEDIATRICOS
VALOR DEL CD34 EN SANGRE PERIFERICA COMO PAYP022
PREDICTOR DE BUENA RECOLECCION
B Rosales Ostriz, ] Vizhnay, A Banchieri, N Halperin, C Malusardi, A Altube,
A Vellicce, A Pernazza, N Villaravid, D Santamarina, H Longoni
Hospital de Clinicas “José de San Martin”; CABA. (1- Trasplante de Médula
Osea, 2-Citometria de Flujo, 3- Servicio de Hemoterapia)

Objetivo: determinar curva de CD34 en sangre periférica, para optmizar re-
coleccion. Desde junio de 2.012 hasta julio de 2.013, en 24 pacientes con-
secutivos en plan de recoleccion de precursores hematopoyéticos, se realizd
recuento de CD 34 en sangre periférica a partir del 4° dia de la movilizacion
con factores y hasta lograr el producto deseado (> 2,5 CD34/kg) o caida en la
curva de CD34. Se realizaron un total de 28 movilizaciones (4 pacientes fue-
ron movilizados 2 veces cada uno). En 14 movilizaciones se logro el producto
buscado con 1 sola recoleccion, en 7 movilizaciones con 2 recolecciones, en 1
movilizacion en 3 recolecciones y en 6 movilizaciones no se logré en forma
individual el valor minimo de CD34 esperado. En los que requirieron un solo
procedimiento el valor promedio de CD34 en sangre periférica (S/P) fue al 4°
dia 45/ul (23-100) y al 5° dia 77/ul (46-100), en los que requirieron mas de una
recoleccion para obtener el valor deseado, el valor promedio de CD34 en S/P
fue de 16/ul (9-38) al 4° dia, 23,65/ul (11-50) al 5° dia, 23/ul (11-59) al 6° dia
y 16/ul al 7°. En las movilizaciones en que no se logro recolectar el minimo
esperado de CD34, el valor en S/P fue 6/ul (2-8) al 4° dia, 9/ul (2,56-15) al 5°
dia, 8/ul (4-13) al 6° dia y 4/ul al 7° dia. Conclusion: en nuestra modalidad
de trabajo, inicio de filgrastin 5-10 ug/kg/dia (900 ug/dia menos de 100 kg
y 120 ug/dia mas de 100 kg) administrados cada 12 hs, el pico de CD34 se
ve al 5° dia y después cae. Que el valor de CD34 al 4° dia de movilizacién es
predictivo de una buena recoleccion. Los que tuvieron alto CD34 al 4° dia de
movilizacion recolectaron en 1 solo procedimiento, los que tuvieron valores
entre 9y 18 CD34/ul, requirieron de 2 o 3 recolecciones, en los que tuvieron
un valor menor de 8 CD34/ul al 4° dia de la movilizacion no se logro recolectar
lo requerido. En este ultimo grupo de pacientes parece justificable no realizar
la leucoféresis, evitando el riesgo de la colocacion de un catéter venoso central
y el gasto tanto en lo econdmico, como en tiempo de personal.

PAYP023

EL CONSENTIMIENTO INFORMADO
EN HEMATOLOGIA

M Cugliari

Complejo Médico Churruca-Visca

Introduccion: El consentimiento informado (CI) es la declaracién de voluntad
de un sujeto capaz y libre con respecto a la propuesta del médico acerca de la
aplicacion de un procedimiento diagndstico o terapéutico, de no mediar una
situacion de urgencia. A pesar de su obligatoriedad, muchas cuestiones rela-
cionadas al CI atn son desconocidas para muchos profesionales y no se utiliza
por diversas causas. Objetivo: Evaluar el uso del CI entre los hematdlogos de
diferentes ambitos, dar a conocer su importancia y plantear diferentes mo-
delos preimpresos para ser utilizados en las situaciones mas frecuentes de la
préctica hematoldgica. Método: Se realizaron encuestas anénimas a 17 hema-
tologos que se desempefian en un total de 12 centros de la CABA (6 privados,
3 publicos, 1 universitario y 2 consultorios particulares). Fueron consultados
acerca de la confeccién de CI en un total de 510 procedimientos indicados:
170 tratamientos anticoagulantes (TA), 170 tratamientos quimioterapicos o
inmunolégicos (QT) y 170 biopsias de médula 6sea (BMO). No se firmé CI en
ninguno de los TA (0%), en 145 QT (85%) y en 55 BMO (32%). Ninguno de
los centros cuenta con modelo de CI institucional para TA, 7 centros cuentan
con modelo para BMO (o procedimientos invasivos) y 8 para QT. En base a
los datos obtenidos, se confecciond en 1° lugar un listado de las prestaciones
hematoldgicas més frecuentes en las que se recomendara el uso de CI (TA, QT,
BMO, TIT, transfusion, plasmaféresis, TAMO, esplenectomia). En 2° lugar se
redactaron CI adaptados para c/u de ellas, en base a modelos utilizados en
instituciones nacionales y extranjeras, describiendo riesgos y beneficios espe-
cificos. Conclusion: A pesar de las multiples dificultades en nuestra practica
médica actual, las limitaciones personales y la escasez de modelos institucio-
nales, constituyen las causas mds frecuentes de ausencia de CI. La intencion de
esta presentacion es reconocer la relevancia y obligatoriedad del CI, concienti-
zar a los hematélogos para su utilizacion y facilitar modelos preimpresos mas
especificos de nuestras actividades, los cuales incluso podrian ser evaluados
por la SAH para su recomendacion a los socios.
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