Anales AFA Vol. 34 Nro. 2 (Junio 2023 - Septiembre 2023) 46-50

EXACTITUD

A NEW HORIZON FOR PRECISE AND HIGH ACCURACY BIOLOGICAL
MEASUREMENTS

B. Tenaglia Giunta™'> y R. Napan'

Unstituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) - Metrologia Fisica - Departamento de Termodindmica
Av. General Paz 5445 - (B1650WAB) San Martin - Buenos Aires - Argentina

2 Universidad Nacional de San Martin (UNSAM), Campus Migueletes - Av. 25 de mayo y Francia
(B1650) San Martin — Buenos Aires - Argentina

Recibido: 07/07/2022; Aceptado: 15/03/2023

Pensar en la metrologia como parte de la biotecnologia puede resultar inimaginable. Sin embargo, en los dltimos 25
afios un grupo de cientificos han estado trabajando en ello, y un nuevo concepto estd ganando popularidad entre la
comunidad cientifica: la biometrologia. Por esa razén, esta publicacion, pretende acercar al lector los antecedentes
cientificos sobre la ciencia de las mediciones aplicada a la biotecnologia. Se hard una breve introduccién del tema
aborddndolo con ejemplos de sus diferentes aplicaciones para finalizar con la presentacién de una definicién enfocada
en las ciencias de la vida.
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Thinking of metrology as part of biotechnology can be unimaginable. However, in the last 25 years a group of scientists
have been working on it and a new concept is gaining popularity among the scientific community: biometrology. For
this reason, this publication aims to bring the reader closer to the scientific background on the science of measurements
applied to biotechnology. A brief introduction to the topic will be made, addressing it with examples of its different

UN NUEVO HORIZONTE PARA MEDICIONES BIOLOGICAS PRECISAS Y DE ALTA

applications to end with the presentation of a definition focused on the life sciences.
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I. INTRODUCCION

Diariamente, convivimos con las siete magnitudes base
y sus derivadas, que conforman el Sistema Internacional de
Unidades (SI) y al mismo tiempo coexistimos con la bio-
tecnologia. Por citar algunos ejemplos, la biotecnologia es
la responsable que un bioquimico tenga disponible diver-
sos biomarcadores para determinar un diagndstico médico,
que se pueda llevar adelante un protocolo de RT-PCR o que
se cuenten con una diversidad de kits para el testeo rapi-
do de aquellos que presenten sintomas compatibles con el
COVID-19, que las personas puedan revelar su identidad en
caso de desconocerla, que podamos tener una vacuna contra
el SARS-CoV-2, entre otros. Entonces, ;Qué relacion tiene
la metrologia con la biotecnologia? ;Somos conscientes de
la importancia de la metrologia en la biotecnologia y vice-
versa?

II. DE LA METROLOGIA FUNDAMENTAL A LA
BIOMETROLOGIA

La humanidad siempre ha necesitado medir para poder
evolucionar y los primeros registros del oficio de medir re-
montan desde los origenes de las civilizaciones. En la Tabla
1 se resumen los principales hitos de la historia de la me-
trologfa. El dltimo gran acontecimiento transcurri6 el 20 de
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mayo del 2019 con la redefinicién del SI.

El avance de la biologia molecular y la genética duran-
te la segunda mitad del siglo XX ha permitido el desarro-
llo de técnicas de ingenieria genética que conllevaron a la
creacion de uno de los recursos esenciales en los proyec-
tos de investigacion biotecnoldgica: los organismos gené-
ticamente modificados (OGM). El conjunto de todas esas
tecnologias constituye el nicleo de la biotecnologia con-
temporanea. Sus aplicaciones mds destacadas incluyen: el
aislamiento e identificacién de genes, tecnologias para su
manipulacién y conservacidn, y todas aquellas que permi-
ten la creacion de nuevos genes. Sin embargo, nada de esto
hubiese sido posible sin el descubrimiento de la estructura
doble helicoidal del 4dcido desoxirribonucleico (ADN). El
ADN es la molécula responsable de almacenar nuestra in-
formacién genética y su estructura fue resuelta por Watson
y Crick en 1953. Esta revelacion fue clave en el desarro-
llo posterior de toda la coleccién de técnicas disponibles
utilizadas por cientificos de todo el mundo. Entre ellas te-
nemos las tecnologias del ADN recombinante en 1973. El
perfeccionamiento de la reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR), para la amplificacion exponencial del ADN, pre-
sentada por Mullis en 1984. La clonacién de la oveja Dolly
en 1996, entre otras.

Durante la vigésima CGPM en 1995, la bioquimica Ma-
riane Grunberg-Manago brindé un discurso sobre la impor-
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TABLA 1: Principales acontecimientos historicos de la metrologia.

Afio Acontecimiento
1600 a.C. | Hallazgos arqueoldégicos demostraron que China contaba con un sistema métrico decimal propio [1].

1789 Revolucién Francesa: se defini6 el metro y el kilogramo [1].
Se firm¢ la Convencidon del Metro y se creé el Bureau Internacional de Pesas y Medidas (BIPM). Ademds, se

1875 convocé a un encuentro cada 4 afios en la Conferencia General de Pesas y Medidas (CGPM) y quedé consoli-
dado un Comité Internacional de Pesas y Medidas (CIPM) [2].

1927 Creacion de Comités Consultivos (CC) especializados [3].

1960 1° CGPM SI conformado por las 6 unidades: segundo, kilogramo, metro, kelvin, ampere y candela [4]

1971 Incorporacién de la dltima unidad bdsica del SI: el mol [4].

1990 CIPM comenzé a investigar la viabilidad de las actividades significativas de metrologia quimica [4]

1993 Creacién del Comité Consultivo de Cantidad de Sustancia (CCQM) [4].

2000 Metr6logos Cuestionaban la credibilidad de los resultados de investigaciones sobre las tecnologias del ADN
recombinante. Se cred el Grupo de Trabajo de Bio-Andlisis (BAWG) [4].

2014 Divisién del BAWG y creacién de 3 nuevos grupos de trabajo: de Andlisis de Acidos Nucleicos (NAWG), de
Andlisis de Proteinas (PAWG) y de Andlisis de Células (CAWG) [4].

2018 2 6° CGPM Redefinicion del SI en términos de constantes universales de la naturaleza [4].

2019 Redefinicion del SI. Nueva definicién del mol [5].

tancia de las mediciones en sus investigaciones. All{ descri-
bi6 brevemente la genética humana y cémo ha sido posi-
ble la identificacién de algunos genes, responsables de en-
fermedades genéticas, mediante el mapeo del genoma hu-
mano. Ante una comunidad que quizds nunca habia imagi-
nado la posibilidad de medir fragmentos de ADN, finalizé
el discurso con las siguientes palabras:

“He tratado de mostrarles como la biologia molecular
necesita la disciplina de la metrologia a la que ustedes mis-
mos estdn apegados. Durante esta semana, perfeccionardn
este arte que es de ustedes” [6].

Estas palabras fueron disparadores para muchos metré-
logos que tomaron consciencia de la importancia de apli-
car metrologia en biotecnologia. Y, ademds, marcé el naci-
miento de lo que hoy podriamos denominar la biometrolo-
gia. Una nueva ciencia donde dos disciplinas se empezaban
fusionar, quedando demostrado que las ciencias de las me-
diciones iban més all4 de la fisica y la quimica.

El crecimiento de la biotecnologia en la salud, la produc-
cién de alimentos, la medicina forense y la proteccién del
medio ambiente inici6 un debate en la vigésimo primera
CGPM en 1999. Alli concluyeron que era necesario contar
con un sistema metrolégico adecuado [7]. Finalmente, en el
sexto encuentro del CCQM, se logré la formacion del grupo
de trabajo ad-hoc de bioandlisis (BAWG) [8]. Se propuso el
desarrollo y mantenimiento de una estructura de mediciones
criticas y patrones para apoyar a la industria biotecnoldgi-
ca. En 2003, se reunieron y definieron que la cuantificacién
de ADN era la primera linea de trabajo con los propdsitos
de mejorar la comparabilidad de esas mediciones y de de-
terminar los factores que contribuyen a un resultado preciso
y con su correspondiente valor de incertidumbre. El primer
estudio se enfoco en la PCR cuantitativa (qQPCR) y luego le
siguieron otros [9].

Desde mediados de los 90, en que se abri6 la discusion
de la metrologia en la biotecnologia, los cientificos han esta-
do desarrollando sus proyectos buscando resolver aquellos
problemas metrolégicos que nadie antes habia enfocado su
atencién. Han estado trabajando en “Biometrologia”. Mien-
tras tanto es importante destacar que actualmente el CAWG,
PAWG y NAWG contindan trabajando con el propésito de:
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“Desarrollar una infraestructura biometrologica que
permita obtener resultados cada vez mds precisos, repro-
ducibles y con trazabilidad al SI [5]”.

Los inicios de la biometrologia proceden desde fines de
los afios 90 y seria acertado citar a Helen Parkes quien cues-
tionaba la necesidad de una estructura metroldgica en las
mediciones aplicadas a las ciencias bioldgicas [10]. En va-
rias ocasiones dejaba en claro que la falta de reproducibili-
dad de las mediciones era un asunto que no se podia pasar
inadvertido y las publicaciones que se citan en la Tabla 2
avalan esta afirmacion. En la actualidad, H. Parkes continia
aportando nuevos conocimientos a la comunidad cientifica,
inspirando a las nuevas generaciones a seguir trabajando ha-
cia un objetivo en comun: la biometrologia.

(Sera posible considerar metrologia en biotecnologia?
(Es un horizonte inalcanzable en nuestros dias? En el si-
glo pasado pareci6 ser una meta dificil de conseguir y muy
pocas personas eran conscientes de la importancia de la me-
trologia en la biotecnologia. Pero, hoy ya es una realidad y
atin queda mucho por trabajar.

MENSURANDOS BIOLOGICOS Y METODOS
DE MEDICION

(Qué se puede medir? ;Cudles son los métodos que per-
miten la caracterizacion de los mensurandos bioldgicos? En
todo proceso de medicion, uno de los requerimientos esen-
ciales es la definicién del mensurando. Dentro de la bio-
tecnologia, podemos identificar tres grandes grupos: dcidos
nucleicos, proteinas y entidades celulares. En la Tabla 3, se
resumen algunos ejemplos y se listan los métodos comtn-
mente utilizados por la comunidad cientifica.

En los apartados anteriores se mencion6 la palabra bio-
metrologia y en principio, podriamos definirla como la me-
trologia aplicada a las ciencias de la vida. No obstante, la
existencia de una amplia variedad de aplicaciones puede ha-
cernos suponer que parecieran no estar relacionadas entre
si, pero, segun los trabajos de H. Parkes, se identifica clara-
mente una palabra en comtin: cuantificar (dcidos nucleicos,
proteinas, lipidos, entre otros). A continuacién, en la Ta-
bla 4, se citan ejemplos. Es importante resaltar que la lista
es infinita y solo nos centraremos en unos pocos, animando

II1.
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TABLA 2: Los inicios de la Biometrologia: Trabajos publicados por H. Parkes.

Afo Trabajos publicados

1995 Cuantificacién de oligonucleétidos mediante hibridacion ADN-ADN utilizando biosensores 6pticos [11].

1996 Comparacion y calificacién de 6 métodos para la extraccién rdpida de ADN en tejidos vegetales [12].

1997 Sondas de oligonucledtidos especificas para la identificacidn de distintas especies de carnes en alimentos crudos
y cocidos, mediante hibridacion ADN - ADN [13]

2000 Creacion del BAWG [8].
Programa “Mediciones en Biotecnologia” abri¢ el debate a la comunidad de las biociencias sobre los beneficios

2001 de aplicar conceptos metrolégicos, como trazabilidad e incertidumbre y de contar con mediciones comparables
[14].

2003 Inicio de los estudios piloto de PCR cuantitativa (QPCR) para estudiar los factores que contribuian la variabili-
dad de los resultados interlaboratorio. Trabajo realizado junto con miembros del BAWG [10].
Primera key comparison del BAWG. El objetivo: respaldar las capacidades de calibraciéon y medicién (CMC)

2007 —2010 LT 1 -

para la determinacién de ADN plasmidico en solucién acuosa [15].

Estudio de la trazabilidad de biomoléculas y biomarcadores en la comparabilidad de mediciones efectuadas

2008-2010 Lo L 1

para la determinacion de diagnésticos médicos [16].

Publicacién de un estudio sobre los servicios de medicion y las necesidades de comparacion para una infraes-
2011 tructura internacional para biociencias y biotecnologia. Principalmente centradas para el sector salud por ser el

drea de mayor interés del BIPM [17].

Proyecto sobre metrologia para el monitoreo de enfermedades infecciosas, resistencia microbiana y microorga-

2012 —-2015 . s

nismos perjudiciales [18].

2013 —2016 | Disefio de métodos para la cuantificaciéon de moléculas de dcidos nucleicos, proteinas v entidades celulares [19].
2018 Evaluacion de la PCR digital ({PCR) como método de medicién de referencia primario trazable al SI [20].
2019 Documento sobre los requerimientos necesarios para asegurar la calidad en las muestras de los pacientes en el

contexto de la nueva regulacion de diagndstico in-vitro europeo que entrard en vigencia en mayo de 2022 [21].

al lector a continuar con la bisqueda de ellos.

IV. BIOMETROLOGIA: UN NUEVO DESAFIO PA-
RA LOS METROLOGOS

Los metr6logos que se dedican a la metrologia cientifi-
ca fundamental quizds no ven posible que la biotecnologia
pueda ser parte de su trabajo. Muchos tienden al descono-
cimiento de esta aplicacion cuando la realidad es que en un
laboratorio de biologia molecular todo el tiempo se estd mi-
diendo y detrds de esas mediciones esta la metrologia.

La falta de reproducibilidad y repetibilidad son dos gran-
des inconvenientes que a menudo se observan cuando el
mensurando que se quiere medir se trata de una molécu-
la, una proteina o una célula. Allf es donde la biometrologia
viene a ocupar su lugar. Resultados que no son reproduci-
bles, cominmente suelen aparecer cuando se intenta repro-
ducir experimentos que previamente fueron llevados a ca-
bo por otros cientificos o al repetir experimentos utilizando
reactivos de distintos proveedores. Otras de las razones de
gran importancia es la complejidad de los sistemas bioldgi-
cos en el que intervienen una infinidad de interacciones que
suelen ser susceptibles a cualquier variacién del entorno.
Entonces, es muy comin pensar que es imposible aplicar
conceptos metroldgicos a los sistemas bioldgicos debido a
la enorme cantidad de variantes que presentan. Sin embar-
20, hoy en dia muchos grupos de investigacion estin dedi-
cando todos sus esfuerzos para lograr una estandarizacién
global que conlleve a producir resultados equivalentes [22].
Especialmente en mediciones en sistemas dindmicos, don-
de las rutas metabdlicas son independientes, donde proce-
sos sutiles de reconocimiento molecular e interaccién estan
ocurriendo y la desnaturalizacién y modificaciones post tra-
duccionales de las proteinas son posibles [23].

Hasta aqui hemos visto que la biometrologia es una cien-
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cia naciente, todavia queda mucho trabajo por delante. Por
fortuna, cada vez son mads los cientificos toman conciencia
de la importancia de los procesos de medicidn, de identifi-
car las posibles fuentes de incertidumbre durante el proceso
de medicién, de la necesidad de contar con materiales de re-
ferencia certificados que nos brinden resultados trazables al
SI en cualquier parte del mundo. Entonces, ;qué es la bio-
metrologia? El 12 de abril de 2017, en la Massive Analy-
sis and Quality Control Society Conference en los Estados
Unidos, se presentd una definicién que establece que la Bio-
metrologia es la ciencia de las biomediciones que permi-
te la comparabilidad global de los resultados de medicién
bioanalitica de caracteristicas bioldgicas, con trazabilidad
a SI, unidad legal o acordada internacionalmente. Por ul-
timo, ;qué se puede cuantificar en biotecnologia? En este
momento, la respuesta llega hasta los limites que impone la
tecnologia existente. Sin embargo, la lista es interminable y
este es el desafio por delante de la biometrologia.

V. CONCLUSIONES

En los dltimos afios, la biotecnologia se ha expandido
en una diversidad de productos y servicios que atn conti-
ndan creciendo de manera exponencial. Los biometrélogos
han estado sentando precedentes con investigaciones cuyas
metas principales estaban enfocadas en la validacién de las
mediciones para la cuantificacién de ADN, ARN, proteinas,
entidades celulares, entre otros. Sin embargo, es importante
destacar que esta nueva ciencia emergente: la biometrolo-
gia, converge del conocimiento que las ciencias médicas,
fisicas, quimicas fueron desarrollando a lo largo de la histo-
ria de la humanidad. Con este articulo se pretende mostrar
que la metrologia y la biotecnologia son dos ciencias que
trabajan de manera conjunta, afirmando que resta un largo
camino por recorrer, investigar y sobre todo por mejorar.

Finalmente, el resultado de esta investigacion nos lleva a

48



TABLA 3: Métodos de medicion utilizados para mensurandos bioldgicos.

Mensurando 2Qué se mide?

Ejemplos de métodos de medicion

Acidos Nucleicos .,
cién

Secuencia de bases y longitud - Cantidad - Cuantifica-

gqPCR - dPCR. Espectroscopia UV-
VIS, de fluorescencia. DNA Next-
Generation sequencing (NGS). RAPD.
RFLP

Secuencia de aminodcidos - Cantidad — Cuantificacion
- Longitud de péptidos y masa - Actividad enzimética,

Espectroscopia UV-VIS, de fluorescen-
cia, IR, de Raman. Dicrofsmo circular.

Proteinas . . . RMN. ELISA. FRET. Espectrometria
afinidad de anticuerpos, etc. - Estructura secundaria y . y
terciaria de masas. Cristalografia de Rayos X.
Electroforesis. Turbidimetria.
. .. ~ . . Citometria de flujo. Cultivos. Cuantifi-
Células / Tejidos Tipificacion celular y tamafio - Cantidad — Cuantifica- cacidn directa por microscopio. Turbi-

cién - Viabilidad y funcionalidad celular

dimetria

TABLA 4: Biometrologia en diferentes campos de aplicacion.

Area del conocimiento

Aplicaciones de la Biometrologia

Medicina son y Alzheimer [24].

Cuantificacién de biomarcadores para la deteccién de enfermedades como por ejemplo Parkin-

Diagndstico de mesotelioma pleural maligno [25].

Alimentos y Agricultura

Deteccién de organismos genéticamente modificados (OGM) [26].
Deteccién de soja genéticamente modificada por qPCR [27].

- entre otros [28].
Desarrollo farmacéutico 28]

toxicidad [9].

Biotecnologia farmacéutica: biofarmacos derivados de proteinas, ARN, hormonas, anticuerpos,

Disefio de drogas, terapia génica, gendmica, proteémica, monitoreo de bioprocesos, testeos de

Medio ambiente

Monitoreo de OGM en el aire [29].
Calidad del agua, monitoreo de la biodiversidad, biorremediacion [9].

Analisis clinicos

Cuantificacion de biomarcadores para diagnéstico de enfermedades [30].
Diagnéstico prenatal, monitoreo de enfermedades [14].

Bioterrorismo

Monitoreo de agentes de guerra biolégica [14].

Asuntos legales

Exdmenes de filiacién, perfiles forenses [14].

pensar que la metrologia es una ciencia que estd presente
pero invisible en el desarrollo de multiples dreas de inves-
tigacién. Atrds va quedando el paradigma de ciencias que *
trabajan por separado” y se va abriendo la posibilidad de un

nuevo paradigma:

3

¢ ciencias bdasicas que se fusionan para

ser ciencias multidisciplinarias” con un tnico fin: generar
beneficios para todos.
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