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PROLOGO

El laboratorio clinico constituye una de las bases esenciales de la medicina, proporcionando una importante herramienta para el
diagnostico y tratamiento de las enfermedades. Sus areas de conocimiento abarcan desde las diferentes metodologias de analisis
hasta la interpretacion de los resultados y su correlacion con la clinica de los pacientes, haciendo de los especialistas del
laboratorio clinico profesionales altamente cualificados en diversas areas de conocimiento.

En este libro esperamos mostrar al lector los principales avances y aspectos tedricos que forman parte de las diferentes
disciplinas del laboratorio. Para ello, presentamos una recopilacion de las sesiones clinicas que realizan regularmente estos
profesionales, como parte fundamental de su desarrollo profesional y cientifico. En cada uno de estos capitulos el lector podra
encontrar una fuente de informacion que comprende desde los fundamentos basicos hasta las novedades mas recientes de este
area de conocimiento.

Esperamos que estas paginas sean de utilidad a los especialistas de laboratorio clinico y también a otros profesionales sanitarios
y estudiantes de ciencias de la salud. Que supongan una base para la reflexién e inspiracion profesional y fomenten la innovacion
en la actividad asistencial y el trabajo diario.

Los editores
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MANEJO DEL SINDROME DE DISTRES AGUDO DE LA COVID-19 EN

CUIDADOS INTENSIVOS

Autor: José Miguel Comino Céceres, Belén Ontafion Nasarre y Daniel Parraga Garcia

Servicio de Andlisis Clinicos y Bioquimica Clinica, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: COVID-19, Cuidados Intensivos, Sindrome de distrés respiratorio agudo.

INTRODUCCION

La aparicién del virus SARS-CoV-2 produjo en los humanos
una enfermedad que fue denominada COVID-19. El propio
nombre del virus hace referencia al distrés respiratorio agudo
que puede producir.

El rdpido incremento de la incidencia de COVID-19 produjo
una dramatica sobrecarga de los Sistemas de Salud de todo
el mundo. Espafia no fue una excepcion, sobre todo en las
primeras oleadas se vivieron situaciones muy especiales a
nivel asistencial. Todo esto obligd a los profesionales y a los
centros a adaptarse con inmediatez para atender de la mejor
manera posible a los numerosos pacientes. Muchos de estos
pacientes tenian graves necesidades de salud con un alto
riesgo de mortalidad.

En las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) se realiza la
asistencia de los pacientes que requieren soporte vital
avanzado. Una parte importante del soporte vital es el
mantenimiento de los procesos de oxigenacion e intercambio
de gases que es precisamente la principal causa de
mortalidad de la infeccién por SARS-CoV-2.

El objetivo de este tema es dar a conocer a los profesionales
del laboratorio clinico nociones de lo que se puede hacer por
los pacientes con distrés respiratorio agudo en las unidades
de cuidados intensivos a nivel respiratorio y relacionarlo con
la aportacién del laboratorio para el diagnostico y
seguimiento de estos pacientes.

SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIO AGUDO

- Fisiopatologia

e Alveolo pulmonar

Es la unidad funcional del pulmén donde se produce el
intercambio de gases. El cuerpo humano dispone de entre
300-500 millones de alveolos. Tienen forma de saco y en
conjunto abarcan una superficie de intercambio de gases
entre las dos fases (la atmosfera y la sangre) de entre 40 y
80 metros cuadrados.

Para que los gases pasen de una fase a la otra, es necesario
que la pared celular que las separa sea muy fina y por tanto
muy fragil ante determinados factores etiolégicos como las
infecciones virales.

Los alveolos estan intimamente unidos a una red de
capilares sanguineos. La pared celular del alveolo dispone
de determinadas células especializadas en las que habria
que destacar:
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Neumocitos tipo I. Tapizan el 95 % de la lamina basal.

Neumocitos tipo Il: Segregan surfactante pulmonar que
forma una pelicula que cubre el epitelio.

Macrofagos: Células inmunocompetentes especializadas
en fagocitar particulas procedentes del aire aspirado.

e Factores que influyen en la difusién de gases

Los principales gases que difunden a través de los alveolos
son el oxigeno (desde el exterior a la sangre) y el dioxido de
carbono (desde la sangre al exterior). Los factores que
influyen son:

1. Gradiente

La oxigenacion de la sangre (difusion de oxigeno) se produce
a favor de gradiente (desde un medio con mayor presion de
oxigeno a otro con menor presién). Esto hace que el proceso
se realice pasivamente, sin necesidad de transportadores ni
consumo de ATP. El gradiente podria definirse como la
diferencia de presiones (presion de O: del aire inspirado
menos la presion de Oz de la sangre).

La presién parcial del Oz en el aire inspirado depende
fundamentalmente de la fraccion inspiratoria de Oz (FiO2),
que en el aire atmosférico es del 21%, y de la presion del
aire, que si es atmosférico es de 760 mmHg. a nivel del mar.

La presion parcial de O2 es la presion del oxigeno gaseoso
disuelto en la sangre. Se determina por técnicas
electroquimicas en equipos de gasometria. Si por ejemplo el
valor es de 102 mmHg y el del aire inspirado es 150 mmHg,
el gradiente es de 48 mmHg. Este gradiente es uno de los
principales factores que influye en la difusiébn de gases
(Figura 1).

Pio, = 150
Pico, =0

Espacio muerto anatémico

Arterias
pulmonares

Figura 1. Modelo de un proceso normal de
ventilacién/perfusion. Adaptado de: M. Berne, 2003.
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La eliminacion de CO: también se produce a favor de
gradiente de forma pasiva. Esto es gracias a que la presion
de CO: en el aire atmosférico es muy proxima a 0 en
condiciones normales. Por tanto, el CO2 de la sangre, que es
mayor que en la atmosfera, difunde hacia fuera del cuerpo.
A diferencia de lo que pasa en la oxigenacion, donde se
puede modificar la composicion y presion del aire inspirado
segun necesidades del paciente, con la eliminaciéon de CO:2
se dan mas limitaciones ya que no es posible bajar la fraccion
de CO: inspirado y presurizar el aire tampoco tendria
repercusion sobre el gradiente. Afortunadamente, el CO2 es
una molécula que difunde mejor que el O2. Si mantenemos
una buena ventilacion, el aire del interior del alveolo se ira
recambiando y el gradiente se mantendra. Si la ventilacion
es escasa, el gradiente sera menor y el CO2 se acumulara.
En condiciones normales si se hiperventilan los alveolos el
CO2 en sangre puede bajar. Si estos cambios de
concentracion de CO2 son bruscos y son mas rapidos que los
sistemas de compensacion fisiologicos de pH se pueden
producir estados de alcalosis o acidosis respiratoria. Los
pacientes que ademds de presentar hipoxemia de origen
respiratorio presentan hipercapnia padecen insuficiencia
respiratoria global, un estado més grave que la insuficiencia
respiratoria parcial, en la que solo esté alterada la oxemia.

2. Superficie de intercambio

Esta directamente relacionada con la cantidad de alveolos
funcionales. Cualquier condicién patoldgica que altere la
funcién alveolar (edema, infeccion, inflamacién) o destruya
los alveolos (tromboembolismo pulmonar, enfisema) puede
producir insuficiencia respiratoria.

Los alveolos pueden estar colapsados, necrosados,
obstruidos o mal perfundidos. En el caso del distrés
respiratorio agudo por SARS-CoV-2 se puede dar todo esto
a la vez en mayor o menor grado por todo el parénquima
pulmonar.

El colapso alveolar se produce cuando los alveolos no se
expanden correctamente. Esto es debido a la disfuncion del
surfactante pulmonar (una molécula anfifilica también
llamada dipalmitoilfosfatidilcolina). El surfactante deja de
secretarse, por dafio a los neumocitos tipo Il y porque el
liguido extravasado elimina el surfactante pulmonar de la
superficie del epitelio alveolar.

3. Flujo de aire (ventilacion)

Es la cantidad de aire que el aparato respiratorio es capaz de
movilizar hacia los alveolos. A mayor capacidad de
ventilacién, mejor funcion pulmonar. Esta relacionado con la
permeabilidad de la via respiratoria, la fuerza muscular, la
integridad de la caja toracica, la compresibilidad pulmonar y
el control neuroldgico del centro respiratorio.

Se puede expresar por la cantidad de volumen movilizado en
un tiempo determinado. Generalmente en volumen/minuto.
El volumen corriente o volumen Tidal es el volumen de aire
gue se produce en una respiracion. Si multiplicamos el
volumen corriente por la frecuencia respiratoria (nimero de
respiraciones por minuto) obtendremos el volumen corriente
en litros/minuto.

4. Perfusion

Para que se produzca el intercambio de gases entre el aire
inspirado y la sangre, la sangre debe circular correctamente
por todo el sistema capilar de los alveolos. Para ello es
necesario que haya una adecuada hemodinamica general y
una correcta integridad de los vasos sanguineos. En
condiciones normales la perfusién de los alveolos es
equivalente al gasto cardiaco. El gasto cardiaco es la
cantidad de sangre que pasa por el corazén en un minuto.

5. Coeficiente de difusién de los gases

El CO2 difunde mas facilmente que el Oz. Este es el principal
motivo por el que la hipoxia precede a la hipercapnia, que se
daria en los casos mas graves.

6. Distancia entre las fases

La separacion que hay entre la sangre y el aire esta
relacionada con el grosor del tejido de la pared alveolar y
capilar. Cuanto mayor es esta distancia menor es la
velocidad de difusion de gases.

En la inflamacién de los alveolos secundaria a la infeccion
por SARS-CoV-2 se produce un mayor grosor de la interfase
por el aumento de la celularidad y del liquido extravasado.

- Etiopatogenia

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es un
cuadro de insuficiencia respiratoria severo de aparicion
brusca. Las causas pueden ser variadas, pero en todos los
casos aparecen lesiones en el alveolo secundarias al
proceso inflamatorio.

Las causas de SDRA pueden ser por lesion directa al alveolo
o por lesién indirecta. Entre las causas que pueden producir
lesion directa se encuentran: neumonia, aspiracion de
contenido géstrico, inhalacién de gases toxicos, inhalacion
de fuego o gases calientes, inhalacion de oxigeno
concentrado, aspiracion de agua (ahogados), traumatismo y
tromboembolismo pulmonares, entre otras. De las causas
que pueden producir lesion indirecta, la sepsis es la causa
méas comun. También puede producirse por sobredosis de
algunos farmacos, rechazo de trasplante de pulmén, edema
cardiogénico, pancreatitis, trasfusién masiva, quemaduras y
shock, entre otras.

Inicialmente la lesiobn que aparece en el endotelio de los
capilares conduce a un aumento de la permeabilidad. Se
pierden las uniones fuertes intercelulares de las células del
endotelio vascular. Las proteinas plasmaticas salen al
intersticio. Esto acarrea difusién del agua a la zona. Este
fluido intersticial acaba invadiendo el espacio aéreo y hace
que se pierda el surfactante, por tanto, los alveolos se
colapsan. Se forma una membrana hialina gruesa que
sustituye a los neumaocitos. El grosor de la interfase aumenta
dificultando la difusién de gases.

Todo este proceso se agrava por la activacion de los
neutrofilos por la accién de citoquinas proinflamatorias como
IL1. IL6, IL8 y TNF-a. Los neutrdfilos liberan proteasas y
radicales libres que dafian ain mas los alveolos y los
capilares.
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El mecanismo exacto por el que el virus SARS-CoV-2
desencadena distrés respiratorio no estd del todo
determinado. Sin embargo, hay una teoria que relaciona la
accion del virus con la ruta de los cininégenos y la
bradicinina. La proteina donde se une el virus es la ACE2
(enzima convertidora de angiotensina 2) que actla en esta
ruta. El bloqueo de los ACE2 causa un exceso de la actividad
de bradicinina. Dicha hiperactividad de bradicinina puede
producir tos seca, mialgias, fatiga, nauseas, diarrea, dolor de
cabeza o disminucion de la funcién cognitiva. Muchos de
estos sintomas se han descrito en los pacientes infectados
por el virus SARS-CoV-2. Ademas, la bradicinina estimula la
sintesis de acido hialurénico e inhibe su degradacion. El
acido hialuronico junto al agua del edema intersticial produce
un gel en el alveolo que genera un bloqueo adicional al
intercambio gaseoso

El edema alveolar produce una disminucion de la
distensibilidad pulmonar que conduce a su vez a hipertension
de la arteria pulmonar con la consecuente disminucion de la
perfusion de los alveolos.

La hipoxemia y la hipercapnia producida por la alteracién de
la difusion de gases puede llegar a producir fallo
multiorganico y la muerte del paciente.

P plateau < 30 cmH:0

/ R
v:;:'y/dkfﬁe = .ﬁ Reevaluacion
ECMO veno-venosa
* Hipoxemia refractaria
* Ventilacién protectorano
funciona

PEEP > 5 cmH20

PaFi<80| ECMO

Bloqueantes
PaFi <150| neuromusculares
Posicion en Prono

BNM: infusi6n iv continua. Inicio
precoz (no mas de 48 h)

4

Prono: >16 h al dia durante varios
dias consecutivos

Elevados niveles de PEEP

PaFi<200| . . A i
si mejora la oxigenacién

Moderado-severo: test de PEEP >

Vt 6ml/kg, Presion Plateau< 30
cm H20, PEEP >5 cmH20, Vigilar
la hipercapnia

avalrynas

Inicio de
VMI con
sedacion

Vt 6 ml/kg en ausencia de
acidosis metabdlica severa
Screening diagnostico de SDRA

12 cmH20.

Usar niveles elevados si:

* Mejora oxigenacion

* Sinalteracién HD o descenso de
compliance

Pplateau< 30 cmH20

Reevaluar los pardmetros del ventilador y la estrategia
de tratamiento cada 24 horas

* Monitorizar continuamente

I

Figura 2. Algoritmo terapéutico en el manejo temprano del
SDRA. Adaptado de Papazian et al, 2019.

- Tratamiento

e Etioldgico

En el caso del SARS-CoV-2, en las primeras oleadas y en
casos graves, se intentd la terapia etioldgica con diferentes
farmacos en uso que tenian otras indicaciones aprobadas. A
muchos pacientes se les tratd con hidroxicloroquina, un
antireumatico y antipalddico, porque algunos estudios
limitados recomendaron su uso. Poco tiempo después se
publicaron otros estudios con mayor grado de evidencia que
desaconsejaban la retirada de la hidroxicloroquina ya que no
demostraron mejor prondéstico y si un incremento en la
aparicion de efectos iatrogénicos. Se utlilizaron otros
farmacos, como por ejemplo antivirales, que resultaron
ineficaces, como el lopinavir/ritonavir.
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e Sintomatico y preventivo

Algunos farmacos antiinflamatorios, inmunosupresores o
inmunomoduladores demostraron utilidad en disminuir la
mortalidad de los pacientes mas graves. Inicialmente se
utilizaron algunos inmunomoduladores costosos y de uso
muy restringido como el tocilizumab. Pero con el tiempo se
vio que los farmacos inflamatorios esteroideos clasicos
podian frenar la progresion de la insuficiencia si se utilizaban
en el momento adecuado.

Se generalizo el uso de las heparinas de bajo peso molecular
para prevenir la incidencia de eventos trombéticos con
buenos resultados.

e Oxigenoterapia

La oxigenoterapia se debe ir adecuando al grado de
insuficiencia respiratoria. Los dispositivos no invasivos se
pueden aplicar a los pacientes con hipoxias con mas de 90%
de saturacion. El objetivo es conseguir que el paciente se
mantenga con una saturacion del 94%. Los dispositivos no
invasivos son:

o Gafas nasales: aportan un flujo de oxigeno
puro de 2 a 6 litros por minuto lo que produce
una fraccion inspiratoria (FiO2)  variable y
aproximada entre 24% y 44%.

o Mascarillas tipo Venturi: se puede alcanzar una
FiO2 estable de hasta el 60%.

o Mascarillas con reservorio: pueden conseguir
una FiO2 variable y aproximada que puede
superar el 80%.

La ventilacibn mecénica no invasiva fue ampliamente
utilizada en las primeras oleadas por falta de disponibilidad
de respiradores. Esta accion pudo salvar muchas vidas en
esos momentos, pero posteriormente se recomendd no
retrasar la implantacion de la ventilacion mecanica invasiva
e ingreso en UCI cuando aparecian criterios clinicos. Por
tanto, si hay disponibilidad, la ventilacion mecénica no
invasiva no debe sustituir en ningln caso a la invasiva.

- Soporte vital respiratorio en cuidados intensivos

e Ventilacién mecanica

La ventilaciébn mecéanica es un procedimiento terapéutico y
de soporte respiratorio para pacientes criticos en el que la
ventilacién respiratoria esta asistida por una maquina
(respirador) que ejerce una presion positiva controlada que
facilita la entrada del aire necesario a los pulmones. Para ello
se necesita disponer de una via aérea sellada y permeable.

La forma mas habitual de conseguir dicha via aérea es
mediante la intubacién orotraqueal, que consiste en la
introduccion de un tubo en la trdquea entrando por la boca
del paciente. Las acciones de la ventilacion mecanica se
basan en tres propiedades fundamentales:

o La posibilidad de proporcionar al paciente
oxigeno a mayor concentraciébn y a mayor
presion.

o Asistir o suplir al paciente en la ventilacion,
facilitando el flujo de aire hacia dentro de los
pulmones y asi conseguir una reduccién del
trabajo respiratorio del paciente.
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o Mantener el volumen pulmonar controlando las
presiones de llenado y evitar el colapso
pulmonar dejando una presioén positiva al final
de la espiracién (PEEP).

Los objetivos de la ventilacion mecéanica son: revertir la
hipoxemia y la hipercapnia, prevenir o quitar las atelectasias,
revertir la fatiga y permitir la sedacién profunda y el bloqueo
neuromuscular. La sedacion y el bloqueo neuromuscular nos
ayudan a disminuir el consumo sistémico de oxigeno y la
presion intracraneal.

Existen numerosas modalidades de ventilacion mecanica
que se pueden dividir en dos grandes grupos: ventilacion
controlada (en la que so6lo hay respiraciones mandatorias y
el paciente es pasivo) y la ventilacién asistida (en la que el
paciente inicia la respiracion y el respirador le ayuda
insuflando aire).

e Intubacion orotraqueal

La intubacion orotraqueal es una técnica muy peligrosa para
el paciente. En los pacientes afectos de distrés respiratorio
severo es aun mas arriesgado. Se requiere personal
experimentado, con dos personas como minimo.

Se debe preparar todo antes de empezar. Se debe cargar y
etiquetar la medicacién necesaria, Inicialmente se utilizan
relajantes musculares como succinilcolina o rocuronio y
sedantes como etomidato, midazolam o propofol. Debemos
comprobar que tenemos los accesos venosos permeables y
de buen calibre para administrar la medicacion intravenosa
necesaria. Es muy importante comprobar el funcionamiento
del laringoscopio, dejar configurados en el respirador los
parametros ventilatorios que se van a aplicar, comprobar el
funcionamiento del bal6n resucitador, comprobar la
integridad del tubo orotraqueal con su globo y de las cintas
de fijacion

Con el laringoscopio se localizara el borde de la epiglotis en
la base posterior de la lengua. Se empuja con suavidad hacia
arriba, hacia la parte anterior del paciente, que estara
colocado en decubito supino. De esta forma queda a la vista
el orificio de entrada a la trdquea. Se introduce el tubo
apoyado en el laringoscopio. Se infla el globo que sella la
traquea metiendo el aire con una jeringa y se comprueba la
presion de dicho globo con un mandémetro. Se auscultan los
pulmones comprobando que ambos pulmones estan siendo
ventilados. Se fija el tubo a la cara del paciente con cintas y
se hace una comprobacion radiolégica de su correcta
colocacion.

La intubacién se realiza con el paciente sedado y
miorelajado. Inicialmente el paciente se mantendri sedado
durante las primeras horas desde que empieza con
ventilacién mecéanica hasta nueva valoracion.

- Vigilanciay cuidados de enfermeria

Los pacientes con ventilacion mecanica requieren
supervision directa permanente en unidades de cuidados
intensivos. Dentro de los cuidados relacionados con la
ventilacién mecanica destacan:

e Monitorizacibon de numerosas constantes como:
Saturaciéon de oxigeno, frecuencia cardiaca, ondas

electrocardiogréaficas, tension arterial, presién
venosa central, diuresis horarias, datos analiticos
(gasometrias periédicas).

e Sincronia y adaptacion del paciente al respirador.

e Control y retirada de secreciones respiratorias.

e Profilaxis de infecciones.

e Valoracion de la orientacion y la conducta.

- Parametros del respirador en el manejo del SDRA

Los parametros del respirador que permiten el manejo del
SRDA son:

e Volumen Tidal: inicialmente se pauta un volumen
corriente (Volumen Tidal) ajustado al peso ideal del
paciente. Por ejemplo 6 mL/kg.

e PEEP: presion minima al final de la expiracién. Es
la presion més baja del ciclo respiratorio. Permite
mantener los alveolos abiertos y evitar su colapso.
Debe ser mayor de 5 cm H20. Se puede ir subiendo
si el estado de oxigenacion no es el adecuado. No
se pueden seguir subiendo la PEEP si la subida de
la PEEP no mejora la oxigenacion (subida de la
saturacion Oz o pO: arterial), si aparece alteracion
hemodinamica o ante un descenso de la
compresibilidad pulmonar (compliance)

e Presion Plateau (presion meseta): después de la
insuflacion del volumen prescrito obtendremos una
presion méaxima relacionada con la resistencia de la
via aérea, llamada presion pico, y al dejar de insuflar
obtenemos una presién estable relacionada con la
compresibilidad del pulmén que es la presién
Plateau. Como objetivo terapéutico esta presion no
puede superar los 30 cm H20.

e FiOz: es lariqueza en oxigeno que tiene el aire que
se insufla al paciente. Generalmente se inicia a un
valor alrededor del 40% y puede ir siendo subida
progresivamente si con lo anterior no se consigue
una oxemia adecuada.

- Parametros analiticos para evaluar la oxigenacién

Los pardmetros analiticos que permiten evaluar el estado de
oxigenaciéon son variados. Los principales son los
parametros aportados por las gasometrias arteriales. De
todos ellos destaca la pO:2 arterial y en menor medida pCOz,
pH y lactato.

Otros marcadores analiticos muy utilizados en soporte
respiratorio son la hemoglobina, la cooximetria, proteina C
reactiva, procalcitonina e iones. Casi todos estos parametros
pueden estar disponibles en equipos a cabecera del
paciente. Es importante que dichos equipos que estan fuera
del laboratorio ofrezcan una disponibilidad y una calidad de
resultados equiparable a la del laboratorio de urgencias por
eso deben estar supervisados por los servicios de laboratorio
clinico.

Un parametro calculado muy utilizado para evaluar la
severidad de la insuficiencia respiratoria es la PaFi. La PaFi
es el cociente de la pO2 arterial entre la FiO2. Ejemplo: Una
persona sana tiene una pO2 de 100 respirando el aire
atmosférico, que tiene una FiO2 de 0,21 (21%). Obtendria
una PaFi de 100/ 0.21 =476. A los pacientes con ventilacién
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mecanica que presenten una PaFi menor de 200 se les
deberia ir subiendo la PEEP a niveles incluso mayores de 12
si se consigue una mejora de la oxigenacion y se tolera
hemodinamicamente. Si esto no se produce, se pasa al
siguiente escalén; utilizacion de bloqueantes
neuromusculares y colocacion al paciente en decubito prono.
Los bloqueantes musculares no se mantendran mas de 48
horas.

e AjustedelapCO2

Si la pCO: arterial es alta se debe aumentar la ventilacion, es
decir, aumentar el volumen minuto, que es el mejor indicador
de cantidad de aire que moviliza el paciente. El volumen
minuto es igual a la frecuencia respiratoria por el volumen
Tidal o corriente. Puesto que el volumen Tidal es el adecuado
para mantener una determinada presion plateau no lo
podemos modificar, por tanto, s6lo podemos ajustar la
frecuencia respiratoria.

Se aplica una formula basada en una regla de tres en la que
la frecuencia respiratoria a la que vamos a cambiar
multiplicada por la pCO2 objetivo (que es igual a 48 mmHQg)
seréd igual a la frecuencia respiratoria actual multiplicada por
el pCO2 medido.

e Ajuste delapO:z

Para ajustar la pO: se dispone de dos parametros, que son
la FiO2 y la PEEP. El pardmetro que mejor refleja la
oxigenacion de la sangre es el valor de la pO: arterial pero
también puede resultar valida la saturaciéon que aporta el
pulsioximetro. El objetivo es mantener el valor de la
saturacion entre 88% y 94%

La FiO2 suele estar entre 60% y el 80%, y la PEEP es
siempre mayor de 5. Se pautarq la minima PEEP que
mantiene la oxemia objetivo. La PEEP maxima se obtiene de
la clinica del paciente. Si el paciente presenta inestabilidad
hemodinamica se habra llegado al valor maximo de PEEP.

e Destete 0 weaning

Es el proceso en el que el paciente va hacia la retirada de la
ventilaciébn mecéanica y a ser extubado. Para ello tiene que
tener una capacidad respiratoria suficiente, que se evalGa en
base a varios parametros respiratorios, como por ejemplo la
PaFi. Debe presentar a su vez: estabilidad hemodinamica,
suficiente hemoglobina funcional, no tener fiebre, adecuado
nivel de consciencia, via area permeable, capacidad de toser
y estar libre de secreciones. Hay que evitar al maximo la
reintubacion por su alto riesgo de mortalidad. Se evalda la
capacidad del paciente pasando a modos asistidos o0 a
respiracion a tubo en T (sin respirador). Es frecuente tener
que retroceder y hacer varios intentos.

¢ ECMO (extracorporeal membrane oxygenation)

Es una técnica que proporciona soporte cardiaco y
respiratorio, sacando hacia un circuito extracorporeo la
sangre del paciente hacia un dispositivo que la oxigena y la
reinfunde al organismo.

La canulacion inicial de un paciente que va a recibir el
tratamiento con ECMO es realizada por un cirujano. Un
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perfusionista o especialista en el tratamiento ECMO es el
encargado del mantenimiento del paciente. Se requiere una
atencion constante las 24 horas del dia durante el tratamiento
con ECMO.

El tratamiento ECMO puede asegurar durante dias o
semanas la oxigenacion de la sangre, pero los altos
requerimientos técnicos y de personal, junto a su elevado
coste y al riesgo de numerosas complicaciones colocan al
tratamiento con ECMO en la Ultima opcién de tratamiento.

CONCLUSIONES

El distrés respiratorio agudo es un sindrome multicausal con
alta mortalidad y que requiere atencién urgente y cuidados
criticos.

Las medidas terapéuticas se ajustan segun la gravedad del
paciente. En la valoracion de dicha gravedad juegan un papel
fundamental ciertos parametros del laboratorio de urgencias.

El profesional de laboratorio debe conocer bien en que
consiste el soporte respiratorio y de esta forma ser
consciente de la gran aportacion que tiene en el proceso
asistencial cuando ofrece un servicio robusto, fiable, siempre
disponible y de respuesta rapida.
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INTRODUCCION

Las alteraciones de la funcién tiroidea constituyen la
patologia endocrina mas frecuente después de la diabetes
mellitus. Es por ello que la demanda de pruebas bioquimicas
en esta drea constituye una carga asistencial muy importante
dentro del laboratorio clinico.

Los niveles séricos de la hormona estimulante del tiroides
(TSH o tirotropona) y de las hormonas tiroideas (HT) estan
estrictamente regulados en individuos sanos. Asi, la sintesis
y secrecion de las hormonas tiroideas, tetrayodotironina (T4)
y triyodotironina (T3), esta regulada por la TSH. A su vez, la
secrecion de TSH esta regulada por las HT a través de un
mecanismo de retroalimentacion negativa, como ocurre en
otros ejes endocrinos.

Cuando la funciéon hipotalamo-hipofisaria es normal, la
concentracién de TSH guarda una relacion logaritmica/lineal
con la concentracién de tiroxina libre (T4L); asi, pequefios
cambios en la concentracion de T4L se traducen en una
respuesta exponencial, amplificada, en las concentraciones
de TSH.

La determinacién de TSH es la principal prueba para la
evaluacion de la funcion tiroidea y de la integridad del eje
hipotalamo hipofisario tiroideo. Las HT se determinaran en
caso de valores de TSH fuera de intervalo de referencia. El
patrén bioguimico es:

Hipotiroidismo primario: TSH elevada y T4L disminuida.

Hipertiroidismo primario: T4L y/o T3L elevadas con TSH muy
baja o suprimida.

Hablamos de “Secrecion Inapropiada de TSH” (IST, del
inglés Inappropriate Secretion of TSH) cuando los hallazgos
del laboratorio muestran concentraciones elevadas de T4L y
T3L en presencia de concentraciones detectables de TSH, al
contrario de lo que sucede en las formas mas comunes de
hipertiroidismo. Puede darse en distintas situaciones
fisiopatoldgicas o ser debido a interferencias metodoldgicas.
Este patron anormal en las pruebas de funcién tiroidea es
una caracteristica importante de los trastornos genéticos
adquiridos del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides como: la
resistencia a hormonas tiroideas B (THRP) causada por
mutaciones en el gen receptor de hormonas tiroideas 3 (TR[3)
o el adenoma hipofisario secretor de TSH (TSHoma). En la
Figura 1 se muestra el patrén bioquimico clasico del
hipotiroidismo y del hipertiroidismo junto con desviaciones de
este perfil y sus posibles causas.

Hipertiroidismo subclinico g \ NTI
S ; / 50 =
Tratamiento reciente del hipertiroidismo Tirotoxicosis Hipotiroidismo secundario

Farmacos (p.ej. Esteroides, dopamina)‘ FT4/ ET3 ? \ Deficiencia aislada de TSH
LY N\ Ty I,
/" FTa/FT3 « "\ /' FTalFI3 ) N\
o D
TSH |* / .. TSH «» o0
\ L 7 Normal ™\ v /
R FT4/FT3 «»
/ AN TSH > \
" FTA/FT3 4 N\ ) Fla/F13 4\
( TSH 4 / \_ TSHe>o
e )/ Fsifsd o
TSH$ :
Hipotiroidismo subclinico \ Hipotiroidismo Interferencia en el ensayo: FDH

Escaso cumplimiento con tiroxina
Malabsorcion de tiroxina
Farmacos (p.ej. amiodarona)
Interferencia en el ensayo

Fase recuperacion NTI
Resistencia a TSH

Terapia sustitutiva con tiroxina

(incluyendo escaso cumplimiento)

Farmacos (p.ej. amiodarona, heparina)

NTI (inclusive trastornos psicéticos agudos)

Periodo neonatal

Adenoma pituitario secretor de TSH

Resistencia a hormonas tirideas

Trastornos en el transporte o metabolismo de las hormonas tiroideas

Figura 1. Relacion entre TSH y hormonas tiroideas libres
en distintas situaciones fisiol6gicas y patolégicas.

NTI: enfermedad no tiroidea, FDH: hipertiroxinemia
disalbuminémica familiar

* La TSH puede estar totalmente suprimida, como en el
hipertiroidismo primario, o parcialmente suprimida

(por debajo del intervalo de normalidad, pero detectable).
Tomada de: Montserrat Mauri Dot, Rocio Alfayate Guerra,
2014. Adaptada de: Gurnell M et al. 2011

En la actualidad, esta entidad es un problema en la practica
clinica, originando un retraso en el diagnostico y/o eleccion
de un tratamiento inadecuado en pacientes con IST (por
ejemplo: cirugias hipofisarias en pacientes con THRB o
ablacion tiroidea en pacientes con TSHoma).

FISIOPATOLOGIA DE LA IST

La posible causa de IST se puede clasificar en dos grandes
grupos:

e Situaciones fisiopatoldgicas
- Produccion Neoplasica de TSH (TSHoma)

El adenoma hipofisario secretor de TSH es una entidad poco
frecuente de hipertiroidismo, se trata de un hipertiroidismo
secundario o central, cuyos principales sintomas clinicos
son: bocio difuso, defectos visuales, dolores de cabeza,
alteraciones menstruales y galactorrea en mujeres. Consiste
en una produccion autbnoma de TSH refractaria a la
retroalimentacion negativa de las HT, siendo, por lo tanto,
esta TSH la responsable de la hiperestimulacion de la
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glandula tiroides y por consiguiente de la hipersecrecion de
T4y T3.

Diagndstico bioquimico: elevaciones de la T4L y T3L en
presencia de TSH detectable. Alrededor del 30% de los
pacientes muestran concentraciones de TSH dentro del
intervalo de referencia. A pesar de tratarse de un
hipertiroidismo TSH-dependiente no hay correlacion entre las
concentraciones de HT libres y de TSH inmunoreactiva. Se
ha postulado que la TSH secretada tiene una actividad
biolégica aumentada debida a modificaciones
posttraduccionales como la glicosilacion. También se han
reportado casos en la bibliografia de TSHoma ectdpicos?.

Importante descartar interferencias metodolégicas, como
anticuerpos heterdfilos o anticuerpos anti-T4 y/o anti-T3.
Ademas, de un diagnoéstico diferencial con otras causas de
TSH elevada de origen no neoplasico como la resistencia a
HT.

- Produccién No Neoplasica de TSH
1. ResistenciaaHT (THR)

La THR es un grupo de trastornos genéticos que
condicionan disminucion de la sensibilidad tisular a las
HT.

La T3L actla a través de tres tipos de receptores
nucleares: TRa1 (cerebro, huesos, musculos y corazén),
TRB1(higado) y TRB2 (hipdfisis), lo que explica las
diferentes manifestaciones clinicas en los pacientes
segun el TR alterado.

Los individuos afectados presentan principalmente una
mutacion en el gen THRB. Ocurre en 1:50000 nacidos
Vivos.

La presentacion clinica es variable, es frecuente el bocio
seguido de la taquicardia, pero la mayoria estan
eutiroideos. El patrén bioquimico consiste en T4L y T3L
elevadas en presencia de TSH normal o ligeramente
elevada y concentracion de SHBG (globulina
transportadora de esteroides sexuales) normal,
considerada como indice de actividad tiroidea a nivel
tisular. Existe asociacion familiar en el 75 % de los
casos, con herencia autosémica dominante.

Los principales hallazgos que ayudan a distinguir ente
los adenomas secretores de TSH y THR? se describen
en la siguiente tabla 1.

1 | Una mutacién en THRQB esta en pacientes con
THR, pero generalmente no aparece en pacientes
con TSHoma.

2 La concentracién de la subunidad a sérica es
normal en THR, sin embargo, a menudo es alta en
pacientes con adenomas secretores de TSH

3 | La concentracion de SHBG es elevada en
pacientes con TSHoma, siendo normales en THR.

4 | En el test de estimulacion con TRH (Hormona
liberadora de tirotropina): hay una elevacion de
TSH en pacientes con THR, pero no en la mayoria
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de los pacientes con adenomas secretores de
TSH.

5 | Los pacientes con THR tienen mas probabilidades
de tener una caida de los niveles séricos de TSH
en respuesta a la administracion de T3 (90% vs 12-
25%).

6 Los pacientes con THR tienen mas probabilidades
de tener una disminucion en la velocidad de
supresion de TSH a las 2 horas tras la inyeccion
subcutanea de un analogo de la somatostatina.

Tabla 1. Diagndstico diferencial entre adenoma secretor
de TSH y Resistencia a HT. Elaboracién propia.

2. Pacientes en tratamiento sustitutivo con tiroxina:

- Evaluacion tratamiento  del

hipotiroidismo.

temprana  del

- Escaso cumplimiento terapéutico.

3. Pacientes hipertiroideos sobredosificados en
tratamiento sustitutivo con antitiroideos.

4. Alteraciones medicamentosas por el uso de
farmacos como:

Algunos pacientes con enfermedad no tiroidea reciben
farmacos que con frecuencia pueden tener efecto sobre
la funcién tiroidea, bien sea in vivo o in vitro, afectando
especialmente a pacientes hospitalizados.

- Amiodarona. Es un agente antiarritmico
ampliamente utilizado, que se caracteriza por su alto
contenido en yodo, y como consecuencia puede
causar alteraciones bioquimicas de las pruebas de
funcion tiroidea, con o sin disfuncién. En el inicio del
tratamiento aparecen TSH y T4L aumentadas, con
T3L disminuida. Tras 3 meses de tratamiento, el
perfil tiroideo se caracteriza por T4L en el limite alto
del intervalo de normalidad, o ligeramente elevada,
mientras que la T3L permanece baja o en el limite
inferior de la normalidad. La TSH puede seguir
aumentado o haberse normalizado.

- Dopamina o agonistas dopaminérgicos. Inhiben la
secrecion de TSH. Podemos encontrar pacientes
hipotiroideos con TSH normales y pacientes
eutiroideos con TSH por debajo del rango de
normalidad. Su uso prolongado puede causar
hipotiroidismo secundario o central. Por otro lado, los
antagonistas de la dopamina (sulpirida, haloperidol,
clorpromacina) producirdn el efecto contrario,
aumentado las concentraciones de TSH.

- Glucocorticoides. Disminuyen los niveles de TSH y
ademés inhiben la conversion de T4 a T3.

- Litio. Se utiliza para el tratamiento de trastornos
maniaco-depresivos. El litio tiene mdltiples acciones,
parecidas al yodo, pero el mecanismo preciso de la
disfuncion tiroidea inducida por litio es desconocido.
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Generalmente aparecen perfiles con TSH disminuida
y HT ligeramente elevadas.

- Anticonvulsionantes. Principalmente la fenitoina,
aumentan el metabolismo de las HT y disminuye la
T4L.

- Interferén a. FArmaco usado en el tratamiento de la
hepatitis C crénica, puede causar disfuncién tiroidea,
debido a su capacidad de inducir o acelerar la
enfermedad tiroidea autoinmune. El mecanismo de
accion es desconocido.

e Interferencias metodolégicas

Debemos sospechar de este tipo de interferencias en nuestra
metodologia cuando aparezcan:

- Discrepancias del perfil bioquimico y cuadro
clinico.

- Discrepancia entre variables fisiol6gicamente
dependientes como son TSH y T4L.

- Resultados inverosimiles.

- Cambios significativos en el patron bioquimico
respecto a resultados previos sin que haya
variaciones en el cuadro clinico ni en el
tratamiento del paciente.

- Macro-TSH

Se trata de un complejo formado por la union de TSH
monomérica a inmunoglobulinas, generalmente 1gG. Su
presencia puede dar lugar a resultados falsamente elevados,
dependiendo de los anticuerpos utlizados en el
inmunoandlisis, por ejemplo, los analizadores Cobas ®
(Roche Diagnostics) son mas sensibles a su presencia.
Tienen una prevalencia de 0.6-1,6%*.

Una forma simple de identificar la interferencia es mediante
precipitacion con polietilenglicol (PEG) y posterior
procesamiento de la prueba en el sobrenadante. Se
sospecha la presencia de interferentes de alto peso
molecular si se obtienen porcentajes bajos de recuperacion.
Aunque utilizando el mismo criterio que para la
macroprolactina considerariamos un cut-off del 40 % de
recuperacion, segin la bibliografia, el cut-off para sospechar
de presencia de Macro-TSH se encuentra alrededor del 20-
25% de recuperacion.

La prueba definitiva o gold standard es la cromatografia de
exclusion.

- Factor reumatoide

Pacientes con artritis reumatoide u otras enfermedades
autoinmunes pueden presentar concentraciones elevadas.
Pueden unirse a los anticuerpos del reactivo, especialmente
en métodos inmunométricos como los de TSH dando lugar,
a resultados ligeramente elevados. También se han descrito
interferencias en T4L.

- Biotina

Pequefio cofactor esencial y soluble de la enzima
descarboxilasa, sintetizado por bacterias en el intestino, o
bien, obtenido directamente de la ingesta de alimentos.

Actualmente, la biotina se utiliza a grandes dosis en
enfermos con esclerosis multiple, enfermedades raras como
el déficit de biotinidasa o la acidemia propiénica, ademas de
recetarse como suplemento para alopecia y tratamientos
dermatoldgicos.

Tomado en altas dosis (>5mg/dia) puede interferir en los
inmunoensayos que utilizan biotina-estreptavidina para
amplificar la sefial de deteccion. Aunque muchas de los
reactivos estdn ampliando sus niveles de tolerancia a la
biotina, aun pueden surgir casos de interferencias de este
tipo.

- Anticuerpos Anti-estreptavidina

La prevalencia de interferencia de anticuerpos anti-
estreptavidina que afectan las pruebas de funcion tiroidea no
ha sido muy estudiada en la literatura, aunque parece ser
menor que la de la biotina, porque el ndmero de
interferencias publicadas es muy bajo.

Al igual que la biotina, los anticuerpos anti-estreptavidina
provocan interferencias que pueden dar lugar a un mal
manejo de la enfermedad. Plataformas que usan complejos
de biotina-estreptavidina suelen presentar como interferencia
una tendencia a disminucion de la TSH, mientras que es mas
probable que los niveles de T4L y T3L estén elevados. Para
detectar estos casos, seria Util procesar la muestra en
sistemas que no usen biotina-estreptavidina.

- Anticuerpos anti T4y anti T3

Pueden dar lugar a resultados falsamente elevados de T4L y
de T3L segun el método utilizado. Los métodos en dos pasos
se ven menos afectados. No tienen trascendencia clinica en
ausencia de enfermedad tiroidea. El seguimiento de la
disfuncion tiroidea se hara mediante TSH, siendo el objetivo
terapéutico alcanzar concentraciones dentro del intervalo de
referencia.

En pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune la
prevalencia puede llegar a ser del 30% mientras que en
individuos aparentemente sanos es del 1,8 %.

La presencia de anticuerpos antitiroideos se determina
incubando el suero del paciente con *?%I-T4 y con 1%5|-T3 y
posterior precipitacion con PEG.

- Anticuerpos heterdfilos

Anticuerpos humanos contra inmunoglobulinas de otras
especies animales. Pueden producir interferencias método-
especificas, cuando estan dirigidos frente al animal del cual
procede el anticuerpo. Forman falsos complejos tipo
sandwich que daran lugar a resultados falsamente elevados,
lo més frecuente, o falsamente disminuidos dependiendo del
disefio del ensayo, y de la mayor o menor afinidad del
anticuerpo interferente respecto al del reactivo. Ocurre con
mayor frecuencia en los métodos no competitivos, como
TSH, mientras que los ensayos T4L y T3L son menos
propensos a verse afectados por estos anticuerpos
interferentes.

Con respecto a los anticuerpos heterdfilos contra la TSH, se
encontré que su incidencia era del 0,4% en el estudio
prospectivo mas grande hasta la fecha, que involucré a
>5000 pacientes®.
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Son especialmente importantes los anticuerpos anti-ratén
(HAMA), cuya prevalencia en la poblacion general es del 0,2-
15 %, segun distintos autores, debido al uso creciente de
anticuerpos monoclonales de ratén con fines diagnésticos y
terapéuticos. La adicion de reactivos bloqueantes por parte
del fabricante minimiza la interaccion.

La prueba inicial recomendada cuando existe la sospecha,
en el caso de la TSH:

- Procesar la muestra tras diluciones seriadas.
En presencia de una sustancia interferente se
pierde la linealidad.

- Otra alternativa es procesar la muestra
mediante un inmunoandlisis que utilice
anticuerpos de distinto animal.

- Por dltimo, incubacion previa de la muestra en
tubos conteniendo agentes bloqueantes de los
anticuerpos heterofilos, HBT, Heterophilic
Blocking Tube (Scantibodies)®, que los
inactivan, y posterior procesamiento de la
misma.

- Anticuerpos Anti-rutenio (Anti-Ru)

Se trata de una interferencia método especifica de
inmunoensayos de electroquimioluminiscencia (ECLIA) que
utilizan estos anticuerpos anti-Ru en sus reactivos, como el
analizador Modular de Roche Diagnostics ®. La prevalencia
de interferencias por anti-Ru se estima que esta entre 0,1-
0,24%".

La cantidad de luz emitida durante la
electroquimioluminiscencia, es inversamente proporcional a
la concentracion de T4L o T3L en la muestra en un ensayo
competitivo, y directamente proporcional al nivel de TSH en
un ensayo sandwich de un paso. Todos los inmunoensayos
competitivos, como T4L y T3L, repercute en resultados
falsamente elevados, En los no competitivos, como el caso
de TSH, se observan resultados falsamente disminuidos o
elevados. En los ultimos afios, el fabricante ha introducido
cambios en la configuracion del ensayo de T4L y de T3L, con
la adicion de reactivos bloqueantes, que disminuye la
frecuencia de la interferencia.

Ante una sospecha de interferencia por anticuerpos anti-Ru,
deberiamos reprocesar la muestra por un método alternativo
gue no use Ru como marcaje.

- Heparina

Independientemente de su forma de administracion, puede
causar un aumento en las concentraciones de T4L en suero
(hipertiroxinemia artificial) debido a la generacion de acidos
grasos libres. El fendmeno se produce in vitro, durante el
almacenamiento de la muestra o su procesamiento.

En este capitulo hemos querido resumir las principales
interferencias identificadas en el perfil tiroideo, pero existen
otros tipos de inferencias (Tabla 2) que hacen que en
ocasiones nos encontremos ante resultados discordantes sin
que sea posible identificar la causa*.
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Otros tipos de interferencias

Variantes en proteinas trasportadoras de HT como
TBG, TTR y albimina.

Ej: Variantes la proteina HSA causa de Hipertiroxinemia
Disalbuminémica Familiar (FDH)

Variantes en la hormona hipofisaria TSH
Paraproteinas

Tabla 2. Otras causas menos frecuentes de interferencias en
el perfil tiroideo. TBG (globina fijadora de tiroxina); TTR
(Transterritina o prealbumina fijadora de tiroxina); HSA
(albdimina sérica humana). Elaboracién propia.

PAPEL DEL LABORATATORIO CLINICO ANTE
RESULTADOS DISCORDANTES

El laboratorio clinico, y especificamente el laboratorio de
hormonas, tiene una labor fundamental a la hora de detectar
perfiles inusuales que podrian tratarse de una interferencia.
Por ello, en nuestra area de Hormonas y Marcadores
Tumorales del Servicio de Andlisis Clinicos/Bioquimica
Clinica, hemos desarrollado un protocolo con diversos pasos
para intentar detectar o evaluar estos posibles resultados
andmalos, destacamos:

- Confirmacion del resultado repitiendo la prueba
con la misma metodologia, pero en otro modulo
del equipo Cobas ® (Roche Diagnostics);
también, se suele confirmar en una nueva
extraccién de muestra.

- Confirmaciéon del resultado por un método
diferente o en un equipo diferente al de nuestro
laboratorio.

- Evaluacion de los niveles de Factor
reumatoide, por los motivos expuestos en este
tema.

- Realizacion de diluciones seriadas de la
muestra (1:2, 1:4, 1:8), por ejemplo, en TSH
elevadas con HT normales o elevadas. Una
pérdida de linealidad puede confirmar la
presencia de algin componente interferente;
Sin embargo, una buena linealidad de las
diluciones no excluye la interferencia.
Debemos tener en cuenta que estas diluciones
seriadas no son vélidas cuando la sospecha de
interferencia sean las HT debido a que la
dilucion altera la union de las HT y las proteinas
de transporte.

- Incubacién de la muestra (volumen 500uL) con
agentes bloqueantes de anticuerpos
heterdfilos, para ello utilizaremos los tubos HBT
(Scantibodies)®, previamente citados. Tras
una hora de incubacién, se reprocesara el
suero y se compara el resultado. La obtencién
de un resultado normal no excluye
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interferencias, dado que entre un 20%-30% de
los casos resultan insensibles a este método.

El uso combinado de la confirmacién por otro método, la
prueba de diluciones seriadas y los agentes bloqueadores de
anticuerpos heteréfilos, identificara la interferencia de
anticuerpos en aproximadamente el 90 % de las muestras
sospechosas®.

- Deteccion de macroinmunocomplejos
mediante precipitacion % con PEG al 25% y
posterior determinacion por ECLIA del analito
(generalmente TSH) en el sobrenadante. Se
sospecha la presencia de interferentes de alto
peso molecular si se obtienen porcentajes
bajos de recuperacién. Para la Macroprolactina
considerariamos como criterio un cut-off del 40
% de recuperacion y de la Macro-TSH un cut-
off del 20-25%. Ante un resultado positivo de
Macro-TSH seria necesario confirmarlo con el
siguiente punto expuesto.

- Confirmacion mediante método de
cromatografia de filtracion en gel o exclusion
(gold standard).

Ademas, es muy importante mantener una estrecha y
continua relacién con los clinicos, especialmente con el
Servicio de Endocrinologia, y contactar con ellos para
determinar la estrategia a seqguir:

- Reevaluacion del paciente. Confirmar que
tratamiento esta siguiendo por si se tratase de
interferencia farmacolégica (in vivo o in vitro).

- Efectuar un seguimiento para establecer si la
discordancia es transitoria o persistente.

- Evaluar a familiares para evidenciar
alteraciones en la unién de las HT a proteinas
transportadoras o resistencia hormonal.

CONCLUSION

Las interferencias en las pruebas de funcién tiroidea siempre
deben considerarse cuando surjan discrepancias clinicas o
bioquimicas, siendo el patron de interferencia esencial para
guiar su identificacion.

Hay varias pruebas disponibles para la deteccion y la
mayoria de ellas son bastante sencillas de realizar e
interpretar, como se han expuesto en el apartado anterior.
Debe tenerse en cuenta que el informe de estas
interferencias es responsabilidad del laboratorio clinico y
sera fundamental para realizar un manejo y diagndstico
correcto del paciente, evitando tratamientos inapropiados.

CASO CLINICO

Nifio de 4 meses de vida, del este de Europa, ingresado en
la UCI pediatrica por crisis comiciales focales de dificil control
a estudio, con debut a los 3 meses y en tratamiento con triple

terapia (Levetiracetam, acido valproico y Lacosamida) y
cofactores (piridoxal fostato, biotina y acido folinico).

Antecedentes familiares: no enfermedades de interés.

Antecedentes personales: diagnéstico de epilepsia de la
infancia con crisis focales migratorias desde los 3 meses de
vida. Desarrollo psicomotor normal. Fenotipo normal.
Pendiente de estudio molecular mediante panel de genes de
NGS (Next-generation sequencing).

Exploracion fisica: presenta TA: 72/34 mmHg, FC: 128 Ipm,
FR: 34 rpm. Buen estado general. Bien hidratado, nutrido y
perfundido. Buena coloracion de piel y mucosas. No
exantemas ni petequias. No signos de dificultad respiratoria.
No alteraciones cardiacas. Buena ventilacion bilateral y
simétrica, sin ruidos sobreafiadidos. Abdomen: blando,
depresible, no doloroso a la palpacion. No se palpan masas
ni visceromegalias. Neuroldgico intercrisis: consciente y
conectado. Pupilas isocéricas y hormorreactivas. Sigue y fija
con la mirada. Facies simétrica. Movilidad simétrica de las 4
extremidades. Hipotonia axial. Fontanela anterior
normotensa.

Solicitud de analitica de control: Bioquimica, perfil tiroideo,
perfil férrico, perfil lipidico, vitaminas y hemograma.

Resultados: mayormente fueron normales, destacando una
anemia con Hb de 9,5 g/dL [11,1- 14,1 g/dL]y leucopenia con
neutropenia. Sin embargo, lo que mas nos llama la atencién
de la analitica es una T4L muy elevada (>7,77 ng/dL [0,92-
1,99]) con TSH elevada, un perfil tiroideo discordante que
nos hace sospechar de una posible interferencia. Estos
fueron los pasos que seguimos:

- Se completa el perfil tiroideo ampliando T3L
con resultado normal.

- Sereprocesa la muestra para confirmar T4L.

- Revisamos historia clinica del paciente, asi
como tratamiento, nos llama la atencion que
esta tomando biotina, molécula que a elevadas
dosis puede interferir en los ensayos de perfil
tiroideo de los analizadores Cobas ® (Roche
Diagnostics), en este caso la T4L.

- Se informa al pediatra de guardia de una
posible interferencia en el andlisis de T4L.

En estos casos, habria que extraer sangre al paciente al
menos 8 horas después de la toma de la biotina (20mg/dia).

- Finalmente, gracias a que esa misma semana
se estaba evaluando una nueva version del
reactivo de T4L (Elecsys FT4 4, Roche
Diagnostics ®) para la determinacion de T4L
(cuyas mejoras incluyen aumento de la
tolerancia a concentraciones de biotina
superiores), se decide reprocesar la T4L con
este reactivo, obteniendo un resultado normal:
T4L= 1,25 ng/dL [0,92-1,99], que cuadra con un
perfil de hipotiroidismo subclinico.

- Se informa telefénicamente a su pediatra del
perfil tiroideo y de la interferencia por biotina.
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INTRODUCCION

La monitorizacion terapéutica de agentes antimicoticos se ha
consolidado en los dltimos afios como una herramienta
esencial en el manejo de las infecciones fungicas invasivas.
Estas micosis sistémicas, que afectan principalmente a
pacientes inmunodeprimidos, se han convertido en un
problema médico de especial relevancia como resultado de
su creciente incidencia. La evolucién de estas infecciones se
encuentra condicionada por el estado inmunoldgico del
paciente, las caracteristicas del patégeno, el momento en
gue se realiza el diagndstico en relacion al inicio de la
infeccion y la instauracion de un tratamiento farmacoldgico
adecuado. Aunque algunos de estos factores se escapan al
control inmediato del clinico, la monitorizacion de la terapia
antifingica es una herramienta accesible que permite
garantizar la eficacia y la seguridad del tratamiento.

Sin embargo, no todos los antimicéticos son buenos
candidatos a la monitorizacion terapéutica. Algunos agentes
antifingicos utilizados como farmacos de primera linea para
el tratamiento de las micosis sistémicas muestran una fuerte
variabilidad en sus concentraciones plasmaticas debido a las
inconsistencias que se observan en su absorcion,
metabolismo, eliminacién o a sus interacciones con otras
medicaciones. Estas particularidades farmacocinéticas
pueden dar lugar a concentraciones sub-terapéuticas o
téxicas del farmaco en el lugar de la infeccion y contribuir al
fracaso terapéutico. Por este motivo, se ha reconocido la
necesidad de realizar una monitorizacion de sus niveles
plasmaticos para individualizar la dosificacion,
especialmente en pacientes complejos con mayor riesgo de
desarrollar infecciones flingicas invasivas. Para definir los
farmacos cuya monitorizacion realmente supone un beneficio
se han propuesto tres criterios generales:

e El farmaco debe mostrar una variabilidad
farmacocinética significativa, de forma que la
relacion entre la dosis administrada y sus niveles
plasmaticos sea impredecible. Ademés, no debe ser
posible optimizar la dosis en base a la observacion
clinica ni a pruebas bioquimicas rutinarias.

e Debe existir una clara relacion entre la exposicion y
la eficacia terapéutica o la toxicidad.

e EI farmaco debe tener un rango terapéutico
estrecho, de forma que variaciones de su
concentracion plasmatica relativamente pequefias
puedan poner en riesgo la eficacia y la seguridad del
tratamiento con las dosis utilizadas normalmente en
la practica clinica.

Por otra parte, la aplicacion de la monitorizacion
farmacoldgica requiere de un cuarto criterio esencial, que es
la disponibilidad de un método de andlisis validado, fiable,

reproducible, y que permita al clinico obtener los resultados
en un tiempo adecuado a las caracteristicas y necesidades
del paciente.

Los Unicos agentes antifingicos que cumplen todos los
criterios indicados son la flucitosina y los triazoles
itraconazol, voriconazol y posaconazol (Figura 1). De
momento, no existen suficientes evidencias que respalden la
monitorizacién sistemética de otros farmacos, como el
fluconazol, el isavuconazol, las equinocardinas o los
polienos.

Caspofungina
Micafungina !
Anidulafungina

No cumplen
ningin criterio

Clara
relacién
entre
exposicion y
efica
terapéutica/
toxicidad

Fluconazol Anfotericina B

Figura 1. Criterios para la monitorizacion terapéutica de
agentes antifiingicos. Adaptado de Lewis, 2010.

CARACTERISTICAS DE AGENTES ANTIFUNGICOS
ESPECIFICOS

e Triazoles: voriconazol,

posaconazol

itraconazol y

- Caracteristicas farmacodinamicas

Los azoles constituyen el grupo de agentes antifingicos mas
amplio utilizado en la préactica clinica. Desde un punto de
vista estructural, estan formados por un anillo heterociclico
aromatico que contiene dos (imidazoles) o tres (triazoles)
atomos de nitrégeno. Su mecanismo de accion se basa en la
inhibicion del citocromo p450 14a-desmetilasa, una enzima
con actividad monooxigenasa que cataliza la desmetilacion
de los precursores lanosterol y/o eburicol en la biosintesis del
ergosterol.

Los triazoles se utilizan en el tratamiento y profilaxis de
muchas micosis sistémicas. El voriconazol es un compuesto
antifingico de amplio espectro considerado como agente de
primera linea en el tratamiento de la aspergilosis invasiva.
Ademas, también se utiliza en el tratamiento de otras
micosis, como la candidiasis invasiva, la fusariosis y la
scedosporiosis. El itraconazol es eficaz en la profilaxis y en
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el tratamiento de la aspergilosis aguda y crénica y de la
aspergilosis broncopulmonar alérgica. También se utiliza en
las infecciones localizadas en piel y ufias, en las infecciones
por hongos dimetaceos y en las micosis endémicas
(coccidioidomicosis, histoplasmosis, blastomycosis vy
sporotrichosis). El posaconazol se emplea tanto en la
profilaxis como en la terapia de rescate de los pacientes con
infecciones flingicas invasivas refractarias a los tratamientos
de primera eleccion, asi como en pacientes con zigomicosis.

La relacién entre la exposicion a los triazoles y su eficacia
farmacolégica ha sido establecida por muchos estudios
farmacodinamicos. Al igual que en el caso de otros agentes
antimicrobianos, la actividad de los antimicéticos se
cuantifica utilizando los denominados indices de eficacia.
Estos indices estan condicionados tanto por las
concentraciones del farmaco que se alcanzan en el lugar de
accioén, que son dependientes de su comportamiento
farmacocinético, como de la sensibilidad del microorganismo
al agente antifngico, expresada como concentracion
minima inhibitoria (MIC). El indice de eficacia ideal para estos
tres triazoles es el cociente entre el area bajo la curva
concentracion plasmatica-tiempo medida durante un
intervalo de 24 horas y la concentracion minima inhibitoria
(AUC/MIC). Sin embargo, dada la dificultad que conlleva la
determinaciéon del AUC, la concentracién valle en estado
estacionario, definida como aquella que se obtiene justo
antes de la administracion de la siguiente dosis, es el
pardmetro que mas se utiliza en la préactica para la toma de
decisiones. Por otra parte, también existe una clara
correlacion entre las concentraciones plasmaticas de estos
farmacos y sus efectos téxicos, aunque el posaconazol
constituye una excepcion a esta regla general, ya que no se
han encontrado por el momento evidencias que demuestren
una relacién entre la exposicién y su toxicidad.

- Caracteristicas farmacocinéticas

A excepcion del posaconazol, estos farmacos estan
disponibles tanto en preparaciones orales como
intravenosas. El voriconazol se absorbe de forma rapida y
casi completa después de su administracion oral. Sin
embargo, la absorcion gastrointestinal del posaconazol y del
itraconazol se encuentra limitada por su escasa solubilidad
en agua. La biodisponibilidad de ambos farmacos es muy
variable, depende de Ila formulacién oral concreta
administrada (capsulas o suspensiones) y se incrementa con
la acidez estomacal y cuando se ingieren con comida,
especialmente si es rica en grasas. Ademas, en el caso del
posaconazol, la absorcion es saturable y dependiente de la
dosis, motivo por el cual se recomienda dividir su
administracion en varias tomas. Los tres compuestos
presentan una elevada tasa de union a las proteinas
plasmaticas y altos volimenes de distribucién, lo que les
confiere una buena penetracion tisular.

Su metabolismo tiene lugar, fundamentalmente, a nivel
hepatico. Mientras que el posaconazol se metaboliza
mediante glucuronizacidn, el voriconazol y el itraconazol son
metabolizados a través de mecanismos oxidativos
dependientes del citocromo p450. Los metabolitos del
voriconazol y del posaconazol no poseen una actividad
antifngica significativa. Sin embargo, el hidroxi-itraconazol,
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que es el principal metabolito del itraconazol, tiene una
actividad antifingica comparable a su compuesto parental.

Los triazoles estan sujetos a muchas interacciones
medicamentosas de relevancia clinica, en especial cuando
se administran junto a otros farmacos que se metabolizan a
través del citocromo p450. Otra caracteristica fundamental
desde un punto de vista de su monitorizacién terapéutica es
que los tres triazoles presentan un perfil farmacocinético no
lineal debido a la saturaciéon de su metabolismo hepatico a
dosis cercanas a las terapéuticas. Esto implica que los
cambios en las dosis administradas no se traducen en
variaciones proporcionales en sus concentraciones
plasmaticas. Por tanto, las modificaciones de la dosis deben
realizarse cuidadosamente y de forma progresiva, ya que
dan lugar a incrementos desproporcionados de sus niveles
séricos. Ademas, los triazoles muestran una importante
variabilidad farmacocinética interindividual. En el caso del
voriconazol, se sabe que el origen de esta variabilidad se
encuentra asociada en gran parte a los distintos
polimorfismos que se observan en el gen que codifica la
isoenzima del citocromo p450 CYPC19, que es la principal
isoenzima encargada de su metabolismo. Estos
polimorfismos dan como resultado diferencias significativas
en las velocidades de metabolizacién del farmaco. El origen
de la variabilidad farmacocinética del itraconazol y del
posaconazol se conoce en menor profundidad, aunque suele
asociarse, fundamentalmente, a las inconsistencias que se
observan en su absorcion.

La velocidad de eliminacion de los triazoles es dependiente
de la dosis, y es considerablemente mayor en el caso del
voriconazol que en el caso del itraconazol y del posaconazol.
Por ultimo, su excrecion tiene lugar, fundamentalmente, por
via renal y/o biliar, tal y como puede observarse en la Tabla
1.

e Flucitosina
- Caracteristicas farmacodinamicas

La flucitosina es un derivado fluorado del nucledsido citosina
cuyo mecanismo de accion esta basado en la inhibicion de la
sintesis de &acidos nucleicos. Este agente antifingico es
convertido en 5-fluorouracilo en el interior de las células
fungicas, donde interfiere en el metabolismo de las
pirimidinas y en la sintesis de ARN, ADN vy proteinas. Para
que las células flingicas sean sensibles a la flucitosina es
necesario que contengan las enzimas citosina permeasa,
que permite internalizar la molécula de flucitosina, citosina
desaminasa, que cataliza la conversién de la flucitosina en 5-
fluorouracilo, y uracilo fosforribosil transferasa, que
transforma al 5-fluorouracilo en un sustrato para la sintesis
de acidos nucleicos. Como la mayoria de hongos
filamentosos carecen de estas enzimas, el espectro de la
flucitosina es reducido y esta restringido, fundamentalmente,
a hongos levaduriformes, como Candida y Cryptococcus spp.
Actualmente, la monoterapia con flucitosina se encuentra
contraindicada debido a la elevada prevalencia de cepas con
resistencia primaria y al frecuente desarrollo de resistencias
secundarias durante el tratamiento. Por este motivo, solo se
recomienda su empleo en terapias combinadas, en las que
suele administrarse con anfotericina B.
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Diferentes estudios farmacodinamicos han permitido
establecer una relacién entre la exposicion a la flucitosina y
su efecto antifingico. La actividad antimicética de este
farmaco muestra una fuerte dependencia del tiempo, por lo
gue se requiere una exposicion prolongada para asegurar la
efectividad del tratamiento. De acuerdo con esta
caracteristica farmacodinamica, el indice que mejor predice
la efectividad de la terapia con flucitosina es el tiempo de
eficacia (T>MIC), definido como el tiempo durante el cual las
concentraciones plasmaticas del agente antimicrobiano
permanecen por encima de la concentracion minima
inhibitoria durante el 50% de su intervalo de dosificacién. Por
otra parte, también se ha demostrado la existencia de una
relacién entre las concentraciones plasmaticas de flucitosina
y sus efectos hepatotoxicos y mielosupresores, asi como con
la probabilidad del desarrollo de resistencias durante el
tratamiento.

- Caracteristicas farmacocinéticas

La flucitosina se comercializa en Europa en la forma tanto de
solucion intravenosa como de preparados orales. Debido a
su elevada solubilidad en agua y a su bajo peso molecular,
su absorcién gastrointestinal es rapida y casi completa. Las
concentraciones plasmaticas maximas de este agente
antifingico se alcanzan entre 1 y 2 horas después de su
administracion. Su unién a las proteinas plasmaticas es
escasa (3-4%) y se distribuye ampliamente por el organismo,
incluyendo el liquido cefalorraquideo, el humor vitreo y otros
liquidos serosos. Su volumen de distribucion se aproxima al
volumen total de agua corporal. La flucitosina se elimina por
via renal mediante filtracién glomerular (90%) y no esta
sujeta a una reabsorcibn o secrecion significativas. Su
metabolizacidon hepatica es minima y su tiempo de vida
medio se encuentra en torno a 3 y 6 horas. Su perfil
farmacocinético es lineal, por lo que se observa una relacion
proporcional entre la dosis y sus concentraciones
plasmaticas en pacientes con una funcién renal conservada
(Tabla 2). Sin embargo, cuando la flucitosina es administrada
junto a otros agentes nefrotoxicos (p. ej., anfotericina,
foscamet, aminoglucosidos, ciclosporina, ...), se pueden
observar amplias fluctuaciones en sus concentraciones
plasmaticas que hacen necesaria su monitorizacion.

Solucioén iv
Preparados orales
100-150 mg/Kg al dia

Férmulas disponibles

Dosis estandar

recomendada dividido en cuatro dosis
Biodisponibilidad oral 76-89%
Crax 50-100 pg/mL
Unién a proteinas 3-4%
plasméticas
Volumen de distribucion 0.4-0.8 L/Kg
t1e 3-6h
Eliminacion Filtracion glomerular
Perfil PK Lineal

Tabla 2. Caracteristicas farmacocinéticas de la flucitosina.
Elaboracion propia

MONITORIZACION

La monitorizacion de las concentraciones plasmaticas de
agentes antifungicos ha demostrado dar lugar a una mejora

de la respuesta al tratamiento, a la prevencién de reacciones
adversas, al mejor manejo de las interacciones
medicamentosas y, en consecuencia, a un ahorro derivado
de tratamientos inadecuados.

Esta monitorizacion debe realizarse en estado estacionario,
una vez se ha alcanzado el equilibrio entre las
concentraciones plasmaticas y tisulares. Se recomienda
realizarla a intervalos regulares, con una frecuencia
adecuada a las caracteristicas clinicas del paciente vy,
también, en circunstancias determinadas, entre las que se
incluyen: modificaciones en la dosis, cambios en la via de
administracion, terapia con otros farmacos que puedan
interferir en el tratamiento, cambios en las condiciones
clinicas del paciente, toxicidad, falta de respuesta a la terapia
o falta de adherencia al tratamiento.

A pesar de que el &rea bajo la curva concentracion
plasmatica-tiempo (AUC) es el parametro que mejor refleja
la exposicion farmacoldgica, su uso es infrecuente en la
practica, ya que su determinacion requiere la extraccion de
multiples muestras de sangre durante cada intervalo de
administracion. Por este motivo, el parametro mas utilizado a
nivel clinico para optimizar la relacion eficacia/toxicidad es la
concentracion medida justo antes de la administracién de la
siguiente dosis o concentracion plasmatica en valle, la cual
muestra una buena correlaciéon con el area bajo la curva. A
continuacién, se detallan algunas recomendaciones
especificas para la monitorizacion de los cuatro agentes
antifdngicos:

e Voriconazol. El estado estacionario se alcanza a
los 5-7 dias desde el inicio del tratamiento, aunque
este tiempo puede reducirse a 3-4 dias si se
administra una  dosis de carga. Las
recomendaciones actuales establecen como
intervalo terapéutico éptimo niveles valle entre 1.0y
5.5 mg/L. Las concentraciones superiores a 4 mg/L
se han relacionado con la aparicion de
neurotoxicidad, y las superiores a 5 mg/L con la
presencia de efectos hepatotdxicos. El limite de
eficacia terapéutica varia entre 0.5 mg/L y 1.0-2.2
mg/L en funcién de los estudios.

e Posaconazol. El estado estacionario tarda en
alcanzarse entre 7 y 10 dias. Como
concentraciones  minimas  orientativas  para
garantizar su eficacia se han establecido niveles
valle de 0.5-0.7 mg/L tanto para profilaxis como para
el tratamiento. De momento, no se ha encontrado
una clara correlacion entre la exposicion al
posaconazol y su toxicidad.

e Itraconazol. Se recomienda comenzar la
monitorizacién 4-7 dias después del inicio de la
terapia. En el caso de las formulaciones orales,
puede ser de utilidad monitorizar las
concentraciones plasmaticas 2-4 horas después de
su administraciébn para evaluar la absorcién
gastrointestinal. Como concentraciones minimas de
eficacia se han establecido niveles valle de 0.5 mg/L
para profilaxis y 1.0-2.0 mg/L para el tratamiento.
Por el momento, no hay datos que definan una
concentracion valle orientativa para toxicidad.
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e Flucitosina. La monitorizacion debe comenzar
transcurridos 3 dias desde el inicio del tratamiento.
Se recomienda que las concentraciones en valle se
encuentren por encima de 25 mg/L para evitar la
aparicion de resistencias, mientras que los niveles
en pico deben mantenerse entre 50-100 mg/L para
minimizar el riesgo de toxicidad. Para los pacientes
que estan en tratamiento con una infusion continua
de flucitosina la concentracion sérica recomendada
es de 50 mgl/L.

METODOS ANALITICOS

Se han desarrollado diversos métodos para la monitorizacion
de agentes antifingicos en muestras bioldgicas de suero o
plasma. La mayoria de estos métodos pueden encuadrarse
en dos clases generales: bien en métodos cromatograficos,
bien en métodos microbiolégicos. Cada uno de ellos
presenta ventajas e inconvenientes que se expondran a
continuacion:

e Bioensayos o métodos microbioldgicos. Son
métodos sencillos y asequibles, que pueden ser de
utilidad para laboratorios pequefios y con menores
recursos econdémicos. Sin embargo, presentan
importantes desventajas, como son su menor
sensibilidad, precision y exactitud. Ademas,
requieren un mayor tiempo de andlisis (el tiempo
minimo de lectura e incubacién es de 24 horas) y es
necesario hacer una validacion cruzada con
métodos cromatograficos para asegurar su validez.
En la Figura 2 puede observarse el desarrollo de un
bioensayo para la determinacion de voriconazol en
muestras de suero. En este método de difusion en
disco se han introducido en los pocillos de una placa
de agar inoculada con una cantidad estandarizada
de levaduras determinados volimenes de
calibradores, controles y muestras. Una vez
incubada la placa, se mide el didmetro de los halos
de inhibicion de desarrollo, que es lo que se
relaciona con la concentracion de agentes
antifungicos. Por tanto, estos métodos no detectan
la concentracion de antimicéticos, sino que se
basan en la medida de su actividad biolégica v,
como consecuencia, estan sujetos a dos
limitaciones que estan ausentes en los métodos
cromatograficos:

- No son aplicables a los pacientes que
estan en tratamiento con una combinacién
de agentes antifingicos, ya que los
resultados reflejan la actividad conjunta de
todos los farmacos administrados.

- En los pacientes que se encuentran en
tratamiento con itraconazol, los resultados
se encuentran interferidos por el
metabolito hidroxi-itraconazol, que tiene
una actividad antifingica comparable al
compuesto parental.
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Figura 2. Desarrollo de un bioensayo para la determinacion
de voriconazol. Tomado de Siopi M et al, 2016

Métodos cromatogréaficos. Dentro de este grupo
se encuentran todos los métodos de cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a
diferentes técnicas de deteccion, como son la
absorcion en el ultravioleta visible, la fluorescencia
o la espectrofotometria de masas. Debido a sus
evidentes ventajas en comparacion con los
bioensayos, son los métodos que han encontrado
una mayor aplicacion. Destacan por ser mas fiables
y reproducibles, tener una mayor sensibilidad y
especificidad, requerir un menor tiempo de anlisis,
asi como por ofrecer la posibilidad de determinar
simultaneamente varios compuestos en cada
muestra. Sin embargo, requieren una
instrumentacion de mayor coste que puede no ser
asequible para  todos los laboratorios,
especialmente en el caso de LC-MS/MS. Ademas,
su validacion e implementacion implican una mayor
complejidad técnica y requieren de personal con un
mayor grado de cualificacion. Estas circunstancias
han contribuido a limitar la disponibilidad de este
tipo de andlisis a laboratorios de referencia. La
externalizacion de las pruebas conlleva una
dilatacion del tiempo que transcurre desde que se
solicita el analisis hasta que se obtiene el informe
de resultados, y este incremento del tiempo de
respuesta hace que se pierda, en muchos casos, la
utilidad clinica de la monitorizacion de antimicéticos.
Sin embargo, en los Ultimos afios, han aparecido en
el mercado varios métodos comerciales que
podrian facilitar la incorporacion de estos servicios
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de monitorizacién al suprimir la necesidad de
desarrollar métodos propios. Entre ellos pueden
destacarse los métodos cromatograficos ofrecidos
por Recipe'? y Chromsystems?3, asi como el kit de
inmunoensayo de ARK Diagnostics* para la
determinacion cuantitativa de voriconazol.

CONCLUSIONES

Las particularidades farmacocinéticas del voriconazol, del
posaconazol, del itraconazol y de la flucitosina hacen que la
monitorizacion sistematica de sus niveles séricos sea una
practica complementaria y fundamental en el tratamiento y
evolucion de los pacientes con infecciones flngicas
invasivas. La dosificacion individualizada de estos agentes
mediante la determinacion de sus concentraciones
plasmaticas ayuda a evitar la aparicion de toxicidad, a
manejar las interacciones medicamentosas y a prevenir el
fracaso terapéutico y la aparicién de resistencias asociados
a la sub-exposicién farmacoldgica. Sin embargo, en muchos
casos, serian necesarios estudios adicionales que ayudasen
a estandarizar las directrices y proporcionasen datos
definitivos relativos al inicio y a la frecuencia con que debe
realizarse la monitorizacién y a las concentraciones diana
gue deben alcanzarse en los distintos escenarios clinicos.
Ademas, la disponibilidad de un método de analisis
econdmico y accesible también ha demostrado ser esencial,
ya que el tiempo de respuesta puede limitar la utilidad de la
monitorizacion terapéutica en los pacientes criticos. De
acuerdo con los datos disponibles actualmente, la
monitorizacion rutinaria de otros agentes antimicoticos, como
son los polienos, las equinocardinas, el fluconazol o el
isavuconazol, no se encuentra recomendada.
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Voriconazol Posaconazol Itraconazol
Formulas Capsulas Capsulas Cépsulas
disponibles Suspension oral Suspension oral Suspension oral

Biodisponibilidad

Recomendaciones
administracién oral

Dosis estandar
recomendada

Unién a proteinas
plasmaéticas
Volumen de
distribucion
Metabolismo

principal

Metabolitos activos

Perfil PK
Origen principal de
la variabilidad PK

interindividual
Tz
Via de eliminacién
principal

Preparacion iv
Elevada
(>96%)

Recomendable
administrar en ayunas

IV: Dosis de carga de
6 mg/Kg cada 12h el
primer dia. Después, 4
mg/Kg cada 12h.
Oral: 200mg cada 12h
42-58%

4.6L/Kg

Hepatico:
principalmente por
CYP2C19 y, en menor
medida, por CYP3A4 y
CYP2C9
NO

No lineal
Metabolismo:
polimorfismos del gen
que codifica CYPC19
6-12h
80% de los metabolitos
excretados en la orina

Muy variable
Escasa e impredecible
con el uso de
suspensiones. Aumenta
con la administracion de
capsulas.

Recomendable
administrar tras las
comidas. Su
biodisponibilidad
aumenta con la acidez
del estomago y con la
presencia de grasas.
Su absorcion oral es
saturable y disminuye
con la dosis.
600-800 mg/dia dividido
en varias dosis

98-99%
5-25L/Kg

Hepatico:
glucuronizacion
(uridinadifosfato
glucuronosiltransferasa
1A4)
NO

No lineal

Absorcién impredecible

25-34h
77% en heces

Preparacion iv
Muy variable
(~50-80%)

Es cerca de un 30%
superior con el uso de
suspensiones orales que
con capsulas.

Cépsulas: recomendable
administrar tras las
comidas. Su
biodisponibilidad
aumenta con el pH del
estébmago y con la
presencia de grasas.
Suspensiones orales:
recomendable
administrar en ayunas.
IV: Dosis de carga de
400mg durante dos dias.
Después, 200mg al dia
Oral: 200 mg cada 12h

96-98%
11L/Kg

Hepatico:
CYP3A4

Si
(hidroxi-itraconazol)
No lineal
Absorcién impredecible

34-42h
54% en heces y 35% en
orina

Tabla 1. Caracteristicas farmacocinéticas del voriconazol, itraconazol y posaconazol. Elaboracién propia
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PRUEBAS FUNCIONALES EN LA PATOLOGIA HIPOTALAMO-
HIPOFISARIA: ENFERMEDAD DE CUSHING Y ACROMEGALIA

Autor: llenia Liria Gonzdlez, Silvia Diaz Diaz, Adrian Gonzéalez Quintana

Servicio de Bioquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Cushing, Acromegalia, Funcionales

INTRODUCCION

El hipotadlamo es una region del cerebro formado por varios
ndcleos neuronales con naturaleza secretora. El hipotalamo
produce distintas hormonas denominadas factores
hipotalamicos que acttan sobre la hipdfisis regulando su
produccion hormonal. La hipéfisis es una glandula situada en
el interior de una estructura 6sea denominada silla turca, en
la base del cerebro, que ejerce un control sobre las funciones
de varias glandulas endocrinas (tiroides, suprarrenales y
gonadas) y abarca una amplia gama de actividades
fisiologicas. Esta formada por dos l6bulos que difieren entre
si desde una perspectiva anatdmica, embriologica y
funcional:

—  Adenohipdfisis o hipdfisis anterior formada por las
células endocrinas en las que se van a liberar hormona
adrenocorticotropa (ACTH), hormona del crecimiento
(GH), prolactina (PRL), tirotropina (TRH), hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante (FSH).

- Neurohipdfisis 0 hipdfisis posterior formada por las
terminaciones nerviosas procedentes de los nucleos
supradptico y paraventricular del hipotalamo y que
producen vasopresina y oxitocina.

Ambas, hipotalamo-hipdfisis estan conectadas por el tallo
hipofisario y forman un sistema encargado de mantener la
regulacion y el equilibrio de distintos ejes hormonales
implicados en funciones bésicas del organismo como el
crecimiento somatico, la maduracion gonadal, la adaptacion
al estrés, la lactancia o la liberacién de hormonas tiroideas?.

La desregulacion en la tasa de crecimiento de las células que
conforman la adenohipdfisis da lugar a los adenomas
hipofisarios. Las manifestaciones clinicas de un adenoma
son diversas y estan relacionadas con: 1) un cambio en la
secrecion de las hormonas producidas por la adenohipofisis
y con ello una desregulacién de distintas funciones vitales y
2) con el tamafio del tumor debido a que el crecimiento de la
masa tumoral puede llegar a presionar el quiasma 6ptico?.

Los adenomas hipofisarios se encuentran entre los tumores
intracraneales mas frecuentes. Aunque la mayoria son
benignos y rara vez tienden a malignizar, suelen comportarse
de manera agresiva debido a la compresion de la masa o las
alteraciones hormonales.

RITMOS BIOLOGICOS

Los ritmos circadianos son cambios fisicos, mentales y
conductuales que siguen un ciclo de 24 horas. La actividad

del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal sigue un ritmo circadiano
en condiciones de suefio y vigilia. Este ritmo circadiano esta
determinado por el nicleo supraquiasmatico que impulsa la
liberacion de la concentracion de CRH que conduce a la
produccién de ACTH y cortisol®.

Las concentraciones plasmaticas de corticotropina (CRH),
ACTH y cortisol presentan niveles bajos al inicio del suefio y
comienzan a aumentar durante la madrugada (entre las 2h y
las 4h) alcanzando su maximo entre las 6 y las 8 de la
mafiana y disminuyen durante el dia siendo minimas a las
20h y durante la noche3.

Otras hormonas, como la GH o la prolactina, presentan una
secrecion pulsati. Durante el dia mantienen una
concentracion estable y relativamente baja con varios picos
secretores aproximadamente 3 horas desde las comidas o la
realizacién de ejercicio. Durante la noche, se produce un
aumento de la actividad secretora que comienza 90 minutos
antes del suefio y alcanza el pico durante el suefio profundo.

Debido a estas caracteristicas de la secrecién hormonal, es
necesario, en algunas ocasiones, realizar mas de una
extraccidn para evitar errores en su interpretacion. Para ello,
se emplean las pruebas funcionales son de gran ayuda en el
diagndstico de las enfermedades endocrinas.

PRUEBAS FUNCIONALES
e Enfermedad de Cushing

Los trastornos del eje corticosuprarrenal pueden conllevar la
secrecion insuficiente o excesiva de una hormona. Una
secrecién hormonal anémala puede deberse a un problema
con la propia glandula suprarrenal (trastorno primario) o a un
problema en la hipd&fisis (secundario) o bien, en el hipotalamo
(terciario) de forma que la glandula suprarrenal esté
recibiendo un estimulo inapropiado.

El sindrome de cushing, también conocido como
hipercortisolismo, es una entidad clinica producida por la
exposicion prolongada a glucocorticoides. Segun las causas,
el sindrome de cushing puede clasificarse como enddgeno o
exogeno. De acuerdo con su mecanismo de produccion, el
sindrome de cushing enddgeno puede clasificarse a su vez
como ACTH-dependiente o ACTH-independiente. De esta
forma, el nombre de enfermedad de cushing se reserva para
la secrecion hipofisaria autbonoma de ACTH, generalmente, a
partir de un tumor hipofisario y el de sindrome de cushing,
para el resto de las etiologias, incluyendo el cushing de
origen suprarrenal. En este capitulo, nos centraremos
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Unicamente en las pruebas funcionales empleadas para el
diagnéstico de la enfermedad de cushing.

— Test de supresiobn con dexametasona (DXM)
nocturna

La dexametasona es un glucocorticoide sintético que no
interfiere en la determinacion de cortisol pero que mimetiza
su accioén, inhibiendo por retroalimentacién la produccion de
ACTH y CRH, y consecuentemente la de cortisol. Los
resultados de la prueba pueden verse alterados por todas
aquellas situaciones o circunstancias que pueden afectar a
la absorcion o metabolizacién de la DXM. La ingesta de
alcohol y farmacos como la fenitoina, el fenobarbital o la
carbamacepina interfieren por induccién del citocromo
implicado en la metabolizacién hepética de DXM generando
falsos positivos. Otras causas de falsos positivos son el
alcoholismo, la obesidad, la enfermedad aguda intercurrente
y la depresion grave. Las pruebas de supresion con DXM
varian en funcién de su utilizacién como prueba de cribado
inicial (supresién con 1 mg), o su uso para establecer el
diagnostico diferencial con adenomas hipofisarios o
ectopicos (supresion con 8 mg) o para el diagndstico
diferencial con pseudocushing (supresién con
dexametasona combinada con CRH).

1. Supresion nocturna con DXM 1 mg (Test de Nugent): Es
uno de los més empleados en la practica. Consiste en
administrar por la noche, aproximadamente a las 23h,
de forma oral una pastilla de 1 mg de DXM y al dia
siguiente sobre las 8-9h se realiza la extraccion para
determinar cortisol. La administracion de una dosis
suprafisiolégica de DXM suprime la secrecién de ACTH
y de cortisol en sujetos sanos. En pacientes con
sindrome de cushing no se produce esa supresion tras
una dosis baja de DXM. Valores de cortisol post-
dexametasona <1.8 pg/dL (Sensibilidad 95% vy
Especificidad 80%) descartan el sindrome de cushing.

2. Supresioén con dosis altas de DXM 8 mg: Esta prueba se
fundamenta en la frenacion parcial de la secrecién de
ACTH en los adenomas hipofisarios que no ocurre en
los tumores ectopicos. Esta supresion puede realizarse
de dos formas:

— Nocturna: 8 mg de DXM y extraccion a las 8 — 9h del
dia siguiente.

— 48 horas: 2 mg de DXM cada 6 horas y extraccion a
las 8-9h del dia 3.

En ambos casos, se considera que una disminucion del
cortisol post-DXM superior al 50% del valor basal
sugiere que existe una produccion de ACTH hipofisaria
(Sensibilidad 79% y Especificidad 67%). Esta prueba
presenta algunas limitaciones debido a que algunos
adenomas hipofisarios grandes son resistentes a la
supresion con dosis altas de dexametasona.

3. Prueba de DXM-CRH: Esta prueba nos permite
diferenciar los pacientes con hipercortisolismo sin
verdadero cushing (pseudocushing) de los pacientes
con enfermedad de cushing. La prueba consiste en
realizar una frenaciéon con 2mg/dia durante 2 dias con
DXM y 2 horas después de la ultima dosis de DXM
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realizar un test de estimulacion con CRH. Por tanto, ser4
necesario realizar una extraccion basal y a los 15, 30,
60, 90 y 120 minutos de la estimulacion con CRH para
determinar cortisol y ACTH. Una ACTH estimulada
>16 pg/mL (Sensibilidad 95% y Especificidad 86%), y un
cortisol post-CRH >1,4 ug/dL (Sensibilidad 96,5% y
Especificidad 85%), permite diagnosticar enfermedad de
cushing. En pacientes con pseudocushing el cortisol no

aumentara.
extraccion (pg/mL) (ng/dL)

Basal 3 4.60
15 min 17 12.30
30 min 17 16.20
60 min 8 10.90
90 min 6 8.67
120 min 4 6.63

Interpretacion: Una concentracion de ACTH estimulada
>16 pg/mL (sensibilidad 95%, especificidad 86%) y un
cortisol post-CRH >1,4 pg/dL (Sensibilidad 96,5%,
Especificidad 85%) se considera respuesta positiva que
no se observa en otras situaciones consideradas como
pseudocushing.

Tabla 1. Ejemplo de test de supresion con dexametasona
combinada con CRH. Elaboracién propia.

— Testde CRH

El test de CRH nos va a permitir establecer la etiologia final
del sindrome de cushing siendo (til para diferenciar el origen
hipofisario del ectdpico del sindrome de cushing ACTH
dependiente. Esta prueba funcional se fundamenta en que la
mayoria de los adenomas hipofisarios productores de ACTH
responden a la administracion de CRH secretando ACTH,
mientras que los tumores con secrecién ectdpica de ACTH o
los tumores suprarrenales productores de cortisol en
principio carecen de receptor especifico y no responden al
estimulo. Esta prueba funcional consiste en la administracion
de CRH en bolo intravenoso y extraccion de sangre basal y
los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos para determinar cortisol y
ACTH. Un aumento de ACTH superior al 50% del valor basal
y/o de cortisol superior al 20% indican un origen hipofisario
(Sensibilidad 91-100% y Especificidad 88-93%)*. Sin
embargo, si no se produce respuesta indica una secrecion
ectopica de ACTH o un sindrome de cushing ACTH-
independiente. Como limitaciones encontramos que un
10-15% de pacientes con enfermedad de cushing pueden
tener una respuesta baja o nula y un 10% con secrecion
ectopica puede presentar respuesta a CRH.
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Tiempo de ACTH Cortisol
extraccion (pg/mL) (ng/dL)

Basal 33 35.20
15 min 46 42.00
30 min 28 37.60
60 min 28 32.00
90 min 31 28.00

Interpretacion: Se obtiene un incremento maximo del
40.86 % para ACTH y del 6.82 % para cortisol que
indican una respuesta insuficiente y por tanto una
secrecion ectopica de ACTH o un origen suprarrenal.

Tabla 2. Ejemplo de test de CRH sin respuesta. En este
test no se extrajo el punto de 120 minutos por malestar
del paciente. Elaboracion propia.

Tiempo de ACTH Cortisol
extraccion (pg/mL) (Mg/dL)

Basal 4 9.38
15 min 17 17.50
30 min 14 20.40
60 min 8 16.90
90 min 8 15.20
120 min 3 12.10

Interpretacion: Respuesta positiva que orienta a
secrecion de origen hipofisario (incremento >50%
para ACTH y >20% para cortisol) con una
especificidad del 88-93% y una Sensibilidad del
91-100%.

Tabla 3. Ejemplo de test de CRH que orienta a origen
hipofisario. Elaboracion propia.

— Cateterismo bilateral de senos petrosos

Diferenciar entre enfermedad de cushing y sindrome de
Cushing ectépico puede ser complejo, especialmente
cuando los resultados analiticos o las pruebas funcionales
son discordantes o no se evidencian lesiones en la
resonancia magnética nuclear (RMN) del area hipofisaria.
Para el diagnostico diferencial entre ambas situaciones el
gold standard es el cateterismo de los senos petrosos que
nos va a permitir a su vez determinar la lateralizacion en caso
de enfermedad de cushing.

La determinacion de ACTH en muestras obtenidas
simultaneamente en los senos petrosos inferiores y en una
vena periférica permite calcular un gradiente de
concentracion central-periférico que indicara si la produccion

de ACTH tiene un origen ectépico o hipofisario y en este caso
permite determinar la lateralizacion del mismo.

La administracién de CRH y la extraccién de sangre a las 2,
5 y 10 minutos incrementa la eficiencia diagndstica de la
prueba.

Un gradiente ACTH central-periférico = 2 en muestras
basales 0 = 3 tras estimulo con CRH indica enfermedad de
cushing hipofisaria* (Sensibilidad 95-99% y Especificidad
91-99%). Un gradiente interpetroso = 1.4 sugiere una
localizacién del adenoma en el lado del seno petroso con
mayor concentracion de ACTH*.

En el muestreo bilateral de los senos petrosos hay una tasa
de falsos negativos del 1 al 10% que pueden deberse a
anomalias en el drenaje venoso, a la presencia de senos
petrosos hipoplasicos o a dificultades para lograr la
cateterizacion, a la falta de experiencia o por problemas
técnicos durante la realizacion del cateterismo. La correccion
de los resultados obtenidos de ACTH con otra hormona
segregada por la hipdfisis anterior, aumenta la fiabilidad del
diagnostico. Por ello, se ha acudido a la medicion de
prolactina como una forma de precisar el drenaje venoso
hipofisario y de esta manera disminuir el riesgo de obtener
un resultado falsamente negativo.

e Acromegalia

El eje hipotdlamo-hipdfisis-somatotropo regula los procesos
de crecimiento. Su alteracion da lugar a distintas patologias
que se clasifican en funcién de si se produce un exceso 0 un
déficit en la concentracion de la hormona del crecimiento
(GH) o en su funcion.

El diagnéstico de los trastornos del crecimiento se basa en la
clinica, estudios hormonales, radiolégicos y genéticos. Como
hemos comentado anteriormente debido a que la secrecién
de GH es pulsati y con una vida media corta, su
determinacion basal es de poca utilidad para diferenciar
individuos sanos y pacientes con acromegalia®.

La acromegalia se origina por una produccion excesiva de
GH causada por un tumor hipofisario en la mayoria de los
casos (aproximadamente un 95%). Algunos de estos
tumores (25% de los casos) también secretan prolactina. El
resto de los casos de acromegalia se debe a un tumor
ectopico productor de GH o de hormona liberadora de
hormona del crecimiento (GHRH).

El diagndstico bioquimico de la acromegalia se realiza a
través de pruebas funcionales que demuestran una
secrecion aumentada y autébnoma de la hormona de
crecimiento (GH). La determinacién del factor de crecimiento
insulinoide tipo | (IGF-1) se considera el principal marcador
de la actividad de la acromegalia, siendo su determinacion
aislada de mayor utilidad en el diagnostico que la
determinacién aislada de GH®. Un valor de IGF-I elevado,
respecto al intervalo de referencia por edad y sexo, y la falta
de supresion de GH tras SOG confirman el diagnostico.

— Sobrecarga oral de glucosa

La prueba funcional de eleccion para el diagnéstico de la
acromegalia es la sobrecarga oral de glucosa (SOG) con
75g. La administracion de glucosa induce un aumento del
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tono de la somatostatina que suprime la secrecién de GH en
condiciones normales. Esta respuesta no se produce en
situaciones de hipersecrecion autbnoma de GH como ocurre
en el caso de la acromegalia. Los valores séricos de GH tras
SOG alcanzan valores inferiores a 1 ng/ml en individuos
sanos, siendo con frecuencia valores indetectables. En
pacientes con acromegalia ocurre una ausencia de supresion
y a menudo se produce una respuesta paradgjica en la que
se pueden observar aumentos de GH>.

Actualmente, el criterio para considerar que existe supresion
es una concentracion GH tras SOG menor o igual a
0.4 ng/mL, o menor de 0.3 ng/mL, segun otros autores. No
obstante, la Gltima guia de practica clinica de la Endocrine
Society sugiere que un valor discriminante de GH inferior a
1 ng/mL después de la SOG es suficiente para excluir el
diagndstico.

oo | 2553

Basal 3.28 75
30 min 291 120
60 min 0.41 132
90 min 0.16 145
120 min 0.08 131

Interpretacion: Test de SOG con adecuada frenacion de GH
tras estimulo (GH <0.4 ng/mL).

Tabla 4. Ejemplo de test de SOG con adecuada frenacion.
Elaboracion propia.

oroany | 553

Basal 1.22 90
30 min 1.11 169
60 min 1.77 178
90 min 1.60 156
120 min 1.28 109

Interpretacion: Test de SOG que no suprime adecuadamente
la secrecion de GH tras estimulo (supresidon adecuada si
GH<0.4 ng/mL).

Tabla 5. Ejemplo de test de SOG sin frenacion. Elaboracion
propia.
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CANCER DE OVARIO

El cancer de ovario es el tipo de tumor mas letal entre los
canceres ginecolégicos, siendo la quinta causa de muerte
por cancer en las mujeres. Otros canceres ginecoldgicos
mas prevalentes, como los de Utero y cérvix, tienen una
mortalidad menor ya que se detectan mas faciimente. La
letalidad elevada del cancer de ovario se puede deber a los
sintomas poco especificos, asi como a la falta de estrategias
eficaces en la deteccion y diagnéstico precoz, por lo que mas
del 60% de las pacientes son diagnosticadas en un estadio
avanzado (estadio Il o IV), siendo la tasa de supervivencia a
los 5 afios de solo 20%-25%. Sin embargo, la tasa de
supervivencia a los 5 afios para el cancer de ovario en
estadios tempranos va del 70-90%. Por tanto, dado que la
supervivencia va unida al estadio, el diagnéstico precoz de
los tumores malignos de ovario es un factor clave para
mejorar la tasa de supervivencia de estas pacientes.

La prevalencia de cancer de ovario es baja en mujeres
jovenes (menores de 40 afios) pero aumenta con la edad. La
mayor parte de casos acontece después de la menopausia
siendo la edad media del diagnéstico en Espafia los 63 afios.

Los ovarios son unas glandulas esenciales para la
reproduccion sexual y la malignidad aparece cuando las
células del ovario empiezan a multiplicarse de manera
descontrolada. Se describen tres tipos de tumores:

e Tumores epiteliales o céncer de ovario epitelial
(COE); se corresponden con el 80-90% de todos los
tumores de ovario. Su desarrollo tiene lugar en las
células epiteliales que recubren la parte mas
externa de los ovarios. Segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se pueden clasificar en
6 tipos histologicos: serosos, mMucinosos,
endometroides, células claras, transicionales y de
células escamosas, de los cuales la histologia
serosa es la mas frecuente (75 — 80 %)

e Tumores de células germinales; menos del 5% de
todos los tumores ovaricos. Derivan de las células
encargadas de producir los évulos y se observan
mas a menudo en mujeres jovenes.

e Tumores de células del estroma; cerca del 1% de
todos los tumores ovaricos. Derivan de las células
del tejido conectivo encargadas de producir
estrégenos y progesterona.

La causa exacta de los tumores de ovario es aln
desconocida, aunque entre las diversas teorias se admite
que la ovulacion incesante con los fendémenos de
cicatrizacion consiguientes en la superficie del ovario, puede
ser una explicacion. También se ha admitido la posible

relacién con procesos inflamatorios crénicos o el ambiente
hormonal, como por ejemplo los andrégenos en el sindrome
del ovario poliquistico (SOP) o la elevacion de las
gonadotropinas en la menopausia.

El principal factor de riesgo del cancer de ovario es presentar
antecedentes familiares positivos (por via materna o
paterna). Segun la American Cancer Society, entre un 5% y
un 10% de cénceres de ovario se desarrolla por la existencia
de una predisposicion genética hereditaria.

El riesgo de desarrollar cancer de ovario estd aumentado en
mujeres con antecedentes personales de cancer de mama.
El riesgo también es mayor si la mujer no ha tenido hijos, si
toma farmacos para aumentar la fertilidad, si es o ha sido
obesa, o bien, si recibe un tratamiento hormonal sustitutivo.

Las mutaciones en los genes BRCA-1 y BRCA-2 se asocian
con un riesgo significativamente aumentado de desarrollar
cancer de ovario. En el caso de BRCA-1 se estima que el
riesgo es de 35-70% y en el de BRCA-2 del 10-30%.

Por otro lado, el riesgo es menor si existen antecedentes de
ligadura de trompas, si se han tomado contraceptivos orales,
si se han tenido hijos y se les ha amamantado o, bien, si se
sigue una dieta baja en grasas.

El cancer de ovario puede causar diferentes signos y
sintomas, aunque suelen ser bastante inespecificos lo que
dificulta el diagnéstico. Los mas comunes son:

e Distension abdominal.
e Dolor abdominal o pélvico.

e Dificultad para ingerir alimentos o sensacion rapida
de saciedad.

e Sintomas urinarios, tales como urgencia (sensacién
constante de tener que orinar) o frecuencia (tener
que orinar a menudo).

e Problemas estomacales.

e Dolor de espalda.

e Dolor durante las relaciones sexuales.
e Estreflimiento.

e Cambios en el periodo menstrual de la mujer, tales
como un sangrado mas profuso de lo normal o
sangrado irregular.

Se sigue buscando la mejor estrategia para alcanzar un
diagnostico precoz del cancer de ovario, que sea aplicable a
mujeres asintomaticas. Ganan cada vez mas importancia las
pruebas moleculares y las que combinan varios marcadores
tumorales. Los marcadores tumorales se definen como
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sustancias de caracter bioquimico producidas por las células
tumorales o por el huésped, cuya presencia puede ser
detectada en el suero u otros liquidos biolégicos, y que es
susceptible de utilizarse en la deteccion precoz, diagnoéstico,
pronéstico, diagnostico precoz de recidivas o control
evolutivo del tumor.

El marcador tumoral ideal deberia reunir las siguientes
caracteristicas:

e Ser una sustancia producida por la célula
neoplasica o cuya regulacién esté bajo su control.

e Estar presente en los tumores o ser secretados por
ellos.

e  Ser especifico.

e Ser detectable en sangre.

e Ser cuantificable de forma facil y reproducible.
e No estar regulado por procesos no tumorales.

e Correlacionarse con el desarrollo de la lesion
maligna (tamafio y grado de diferenciacion del
tumor).

El problema reside en que la mayoria de los marcadores
tumorales conocidos en la actualidad no cumplen todos estos
requisitos, no existiendo marcadores tumorales especificos,
aplicables al diagnéstico temprano de la enfermedad
tumoral. Ademas, no son sintetizados exclusivamente por el
tumor maligno, sino que también puede detectarse en suero
y en diversos liquidos biolégicos en otros procesos
fisiopatologicos, dando lugar a posibles falsos positivos.

Mientras no se disponga de un método fiable que garantice
la deteccidon precoz del cancer de ovario entre mujeres
asintomaticas, se recomienda someterse a examenes
pélvicos y fisicos completos, valorando posibles sintomas y
antecedentes familiares. [Este examen se puede
complementar con diferentes estudios:

1. Ecografia pélvica y/o transvaginal: permite detectar
un aumento del tamafio del ovario y saber si dicho
aumento es atribuible a un tumor o a un quiste
benigno.

2. Tomografia computarizada (TAC).
3. Resonancia magnética nuclear (RMN)
4. Pruebas de laboratorio: marcadores tumorales.

En cuanto a las pruebas de laboratorio, pueden solicitarse,
pruebas genéticas, con el objetivo de estudiar las posibles
mutaciones de los genes BRCA-1 y BRCA-2 o el estudio
sérico de determinados marcadores tumorales. Para los
COE, el marcador clasico es el antigeno carbohidratado 125
(CA125) que se encuentra elevado en el 80% de los
canceres epiteliales, pero es un marcador poco sensible en
los primeros estadios de la enfermedad ademéas de poco
especifico, elevandose en otro tipo de patologias
ginecoldgicas benignas, de ahi que mas recientemente se
haya incorporado el marcador HE4 (del inglés Human
epididymis protein 4) o proteina epidimimaria. Para
complementar el diagnostico, se pueden determinar el
antigeno carcinoembrionario (CEA) o el antigeno
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carbohidratado 19-9 (CA19-9), siendo este Ultimo mas
especifico para los canceres epiteliales de histotipo
mucinoso.

En cuanto a los tumores de células germinales se pueden
emplear como marcadores, la alfafetoprotiena (AFP), la
lactatodeshidrogenasa (LDH) o la hormona gonadotropina
corionica humana (hCG). Por su parte, la inhibina podria
utilizarse como un marcador para los tumores de células del
estroma.

En referencia al tratamiento, después de la recuperacion de
la cirugia, se usa una combinacion de quimioterapia. La
combinacion mas utilizada es carboplatino (o cisplatino) y un
taxano, como paclitaxel (Taxol), administrada por via
intravenosa por 6 ciclos. El medicamento de terapia
dirigida bevacizumab (Avastin) también se puede administrar
con quimioterapia.

HE4

El HE4 es una proteina de 20kD descubierta por Kirschhoff
en 1991 en el conducto epididimario, de donde recibe el
nombre, presentando funciones inhibidoras de proteasas. Es
una proteina N-glucosilada, que esta codificada por el gen
WFDC2 ubicado en el cromosoma 20. Recibe también el
nombre de WFDC2, ya que pertenece a una familia de
proteinas conocidas como WFDC que se caracterizan por la
presencia de cuatro ndcleos unidos por puentes disulfuro.
Esta proteina se identificé principalmente como una
transcripcion expresada exclusivamente en el epididimo y
relacionada con la maduracion de los espermatozoides, pero
se ha visto que se expresa fisiologicamente en diferentes
regiones del tracto genitourinario, reproductor y respiratorio,
siendo sobre expresada en algunos tejidos neoplasicos,
como ocurre en el cancer de pulmon y sobre todo en el
cancer de ovario. Por tanto, el HE4 se utiliza como un
marcador para los canceres de ovario epiteliales, sobre todo
para histotipo seroso y endometroide.

Respecto al CA125, el marcador mas ampliamente usado
para cancer de ovario, el HE4 presenta una sensibilidad
diagnostica similar, excepto en los estadios precoces, donde
la sensibilidad es mayor que el CA125, viéndose elevada en
un 25% de casos en estadios iniciales (I-1l). Ademas, la
mayor ventaja del HE4 la observamos con su especificidad
en patologia ginecoldgica benigna, con falsos positivos sélo
en el 4 % de los casos, frente al 43,3 % hallado con el CA
125, sobre todo en pacientes con endometriosis.

Los niveles del HE4 en sujetos sanos aumentan con la edad
y el habito de fumar y se han observado niveles elevados de
HE4 en pacientes con enfermedad renal cronica que pueden
deberse a una menor eliminacion o una mayor produccion de
los tibulos renales dafiados. Las concentraciones séricas
elevadas del HE4 detectadas en pacientes con insuficiencia
renal sugirieron claramente que HE4 debe interpretarse con
cuidado en pacientes con insuficiencia renal. Esto es
importante porque la insuficiencia renal aguda puede
presentarse con frecuencia en algunos pacientes durante el
tratamiento con quimioterapia. También pueden presentarse
falsos positivos por causas de derrames, en las que los
niveles del HE4 no suelen superar los 400 pmol/L, o por


https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-ovario/tratamiento/terapia-dirigida.html
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-ovario/tratamiento/terapia-dirigida.html
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/renal-tubule
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acute-kidney-injury
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hepatopatias, donde los niveles no acostumbran a ir mas alla
de los 200 pmol/L.

El HE4 se puede utilizar como marcador para el diagnéstico
precoz, la monitorizacion de la enfermedad, asi como para el
estudio de la resistencia a la quimioterapia. Si una mujer a la
que se le ha diagnosticado cancer de ovario epitelial tiene
una concentracion inicial de HE4 normal, entonces esta
prueba no es util para monitorizar el seguimiento del cancer
de ovario. Una disminucion de las concentraciones del
HE4 después del tratamiento suele ser indicativa de una
buena respuesta al tratamiento del cancer epitelial de ovario.
Si las concentraciones aumentan o no varian, probablemente
el cancer no habra respondido al tratamiento. Un aumento
progresivo, continuado y marcado de las concentraciones del
HE4 durante la monitorizacion periddicamente realizada
después del tratamiento o cirugia, sugiere una recurrencia
del cancer.

La resistencia a la quimioterapia es un problema desafiante
en el tratamiento de pacientes con COE ya que mientras que
la mayoria (80 %) de las mujeres responde inicialmente a la
quimioterapia de primera linea con platino/taxano, la
enfermedad recurrente se presenta en el 60-85 % de las
pacientes y es fundamentalmente incurable. Las ultimas
investigaciones apuntan que los niveles séricos de HE4 y el
indice ROMA (algoritmo del riesgo de malignidad ovarica)
son predictores mas sensibles de la respuesta del platino que
el CA125 solo.

Para la medicion del HE4 se utilizan métodos de
inmunoanalisis con sistemas automatizados que permiten
resultados en un corto periodo de tiempo. Se pueden utilizar
tres tipos de métodos:

e ECLIA (inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia)

e CLEIA (inmunoensayo enzimo quimioluminiscente
en fase solida)

e CMIA (inmunoensayo quimioluminiscente de
microparticulas)

El principal problema es que no hay intercambiabilidad de
resultados obtenidos por diferentes sistemas analiticos
debido al uso de diferentes anticuerpos monoclonales en los
diversos ensayos y al efecto matriz en cada uno de ellos.

El método utilizado en el laboratorio del Hospital Universitario
12 de Octubre es el inmunoandlisis
electroquimioluminiscente (ECLIA) de Roche Diagnostics®.
Se trata de un inmunoandlisis tipo sandwich (inmunométrico)
que usa un anticuerpo monoclonal de captura biotinilado que
se une a microparticulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina y un segundo anticuerpo monoclonal trazador
marcado con un quelato de rutenio. El complejo formado por
el HE4 y los dos anticuerpos se fija a un electrodo gracias al
magnetismo de las particulas, y se aplica una diferencia de
potencial, que provoca la emision de una radiacion
luminiscente que es detectada por un fotomultiplicador. Los
rangos de medicion para HE4 con ECLIA son 15,0-
1500 pmol/L.

Los valores de HE4 varian en funciéon de la edad, con
menores concentraciones en mujeres jovenes que en

pacientes de edad avanzada, aumentando significativamente
en mujeres mayores de 65 afios, posiblemente por el
deterioro de la funcion renal o debido a diversas
comorbilidades como posibles explicaciones (ver Figura 1).
Teniendo esto en cuenta el rango de referencia del HE4 para
el seguimiento de las pacientes tratadas se debe definir con
diferentes puntos de corte en funcion de la edad buscando el
menor nimero de falsos positivos y una mayor sensibilidad.
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Figura 1. Distribucién del HE4 y del CA125 en mujeres
sanas en funcién de la edad. Tomado de: Escudero JM
Molina R et al, 2015.

En el laboratorio del Hospital Universitario 12 de Octubre se
emplea 70 pmol/L como limite de normalidad en mujeres de
menos de 40 afios, 100 pmol/L en mujeres de 40 a 50 afios,
120 pmol/L en pacientes de 50 a 65 afios y 150 pmol/L en
mayores de 65 afios.

INDICE DE RIESGO DE MALIGNIDAD (IRM)

Para mejorar la validez de CA125, el indice de riesgo de
malignidad (IRM) fue desarrollado 1990. El IRM utiliza un
enfoque multimodal que combina el resultado de CA125 con
hallazgos de ultrasonido (U) y estado menopausico (M), para
calcular un indice de puntuacién que ayuda a predecir el
riesgo de cancer de ovario en mujeres que presentan una
masa anexial. Se calcula con la formula: IRM = U x M x CA
125, que tiene una sensibilidad del 85.4% y especificidad del
96.9%, con un punto de corte de 200 para indicar malignidad.

e Calificacion ecografica (U): 1 punto por la presencia
de cada uno; quiste multilocular, zonas solidas,
ascitis, metastasis, lesiones bilaterales, con un
maximo de 5 puntos.

e [Estado menopausico: 1 punto para pre-
menopausicas y 3 para post-menopausicas
(definida como ninguna menstruacion durante mas
de un afio o como una mujer de mas de 50 afios que
ha sido sometida a una histeroctomia)

Posteriormente ha sido actualizado este indice en diferentes
versiones intentando mejorar la sensibilidad del mismo. En
2009 se incluy6 también en la férmula el tamafio del ovario,
aumentando el punto de corte hasta 450.
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INDICE ROMA

En 2011, la FDA aprobd el algoritmo del riesgo de malignidad
ovarica (ROMA) como un indice para evaluar si una mujer
gue presenta una masa anexial ovarica tiene una
probabilidad alta o baja de encontrar una neoplasia maligna
en la cirugia. Es una prueba cuantitativa que combina HE4,
CA125 y el estado menopausico; presenta una sensibilidad
diagnostica de 88.9% en pre-menopausia y 94.6% en post-
menopausia y una especificidad del 75% para el diagnéstico
de COE.

e Calculo del indice predictivo (IP):

- Pre-menopausicas:
IP = -12,0 + 2,38*LN[HE4] + 0,0626*LN[CA125]

- Post-menopausicas:

IP = -8,09 + 1,04*LN[HE4] + 0,732*LN[CA125]

LN = logaritmo neperiano

e Valor ROMA (%) = exp(IP) / [1 + exp(IP)]
- Pre-menopausicas:

Valor ROMA < 11,4 % = bajo riesgo de encontrar cancer
epitelial de ovario.
Valor ROMA >11,4 % = alto riesgo de encontrar cancer
epitelial de ovario.

- Post-menopausicas:
Valor ROMA < 29,9 % = bajo riesgo de encontrar cancer
epitelial de ovario.

Valor ROMA > 29,9 % = alto riesgo de encontrar cancer
epitelial de ovario.
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Figura 2. Curva ROC comparativa entre ROMA, HE4, IRM
y CA125. Tomado de: Dochez V et al, 2019.
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En la curva ROC que evalla la utilidad de los niveles séricos
del HE4, CA 125, ROMA e IRM en el diagnéstico de cancer
de ovario comparando pacientes con cancer de ovario y
aquellas con enfermedades ginecoldgicas benignas, el
algoritmo ROMA mostr6 un area bajo la curva ligeramente
mas alta que el HE4 y ambos son significativamente mas
altos que IRM y CA125. (Ver figura 2)

La utilidad del ROMA va evolucionando hacia su uso
condicional para obtener los mejores resultados. Si el HE4
es positivo, el riesgo de COE es alto independientemente del
ROMA. Si el HE4 esta por debajo del corte de referencia,
afiadir el CA125 vy realizar el célculo del ROMA permite
mejorar la sensibilidad, sobre todo en mujeres mayores de
40 afios, mucho menos en menores de 40 afios en las que la
incidencia de COE es mucho menor, la mayoria de origen
mucinoso.

HE4 EN ORINA

Debido a la facilidad de recoleccién de la muestra, detectar
marcadores tumorales en orina se ha convertido en un
objetivo prometedor en el control oncoldgico. Varios estudios
empiezan a evaluar la utilidad de la orina para detectar HEA4.
Estos estudios confirman que la sensibilidad de HE4 en
suero y orina es similar, excepto en las primeras etapas de
la enfermedad donde la sensibilidad es mayor en orina. Los
estudios longitudinales en pacientes tratados indican que el
HE4 es detectable en la orina antes que en el suero?. Los
niveles de HE4 en orina también demuestran una relacion
con la resistencia primaria al platino que no es evidente en
los niveles séricos. Todo ello sugiere que la orina puede ser
una mejor via para detectar o monitorear esta enfermedad.
Si estos hallazgos se pueden confirmar con mas estudios y
en una cohorte mas grande, seria muy significativo ya que
implicaria un paso adelante en la deteccién y seguimiento de
la enfermedad.

A diferencia del HE4 en suero, el HE4 en orina fluctlia con el
volumen; la medicién de creatinina (CRE) se usa como
estandar interno para normalizar la proporcion del HE4. Se
ha encontrado que la proporcion de HE4/CRE es mejor
predictor de cancer de ovario en etapa temprana y tardia que
solo el HE4 en orina.

Un reciente estudio? ha desarrollado un Kit de uso facil y
casero para que las mujeres desde su casa puedan medir el
ratio HE4/ CRE. Se trata de pruebas de papel, como el
ensayo de flujo lateral (LFA), ensayo inmunocromatografico
de tira reactiva, que se basan en una reaccion colorimétrica
que el ojo humano puede leer como un simple resultado:
positivo/negativo.

Tanto el HE4 como la creatinina estan presentes en grandes
cantidades y son facilmente detectables en la orina, por lo
que su deteccion no es una preocupacion. Para la
cuantificacion del LFA, se requiere un instrumento Optico;
como un scanner, que permita medir la cantidad de analito
de una muestra y compararlo con una curva estandar de
cantidades conocidas del analito, en este caso: el HE4 y la
CRE. El estudio plantea una forma innovadora que es la
utilizacion de los teléfonos moviles para realizar esta
medicién, debido a su portabilidad, bajo coste y uso
generalizado.
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Este tipo prueba seria util en los paises menos desarrollados,
gue se enfrentan a un rapido aumento de la incidencia del
cancer y en los que hay una menor infraestructura y
capacitacion. Otra aplicacién de esta tecnologia seria la
posibilidad de monitorear las respuestas tempranas a la
terapia. Mediciones seriadas de HE4 en orina muestran que
los niveles medios de HE4 en orina permanecieron estables
(disminucién del 7 %) en pacientes que demostraron ser
resistentes al platino, mientras que disminuyeron un 68 % en
aquellos que demostraron ser sensibles al platino. Esto
indica que los niveles de HE4 en orina también pueden ser
una herramienta atil para monitorear la recurrencia en
pacientes con resistencia al platino. Por otro lado, se podria
plantear el uso de estos kits de HE4 en orina como una
herramienta mas para la deteccién temprana en aquellas
mujeres con un riesgo genético elevado.

Para la tira reactiva de HE4, el ensayo sandwich captura el
biomarcador en el medio que es la linea de prueba. La linea
de control se genera cuando se une el exceso de anticuerpo
(ver figura 3). Para la tira de prueba de creatinina, se utiliza
un sistema de dos reactivos para generar una reaccion
colorimétrica con creatinina de color puarpura claro a
oscuro. La intensidad del color morado indica la
concentracion de creatinina (ver figura 4). Las dos tiras se
colocan en un escaner o casete para que el teléfono las
pueda leer.
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Figura 3. Esquema de las dos tiras reactivas de papel y sus
componentes. Tomado de: Kight E et al, 2021.

En la figura 4, cada imagen muestra una tira de flujo lateral,
LFA (parte superior) y la tira de creatinina (parte inferior). En
la tira LFA, la banda izquierda es la linea de prueba y la
banda derecha es la linea de control. A medida que se pasa
de una situacién de salud a un quiste de bajo potencial de
malignidad (LMP, low malighancy potencial cyst) y a un
mayor grado de cancer de ovario, el ratio HE4/CRE aumenta.
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Figura 4. Proporciones de pacientes clinicos simulados de
HE-4/CRE urinario. Tomado de: Kight E et al, 2021.

CASO CLINICO

Mujer de 65 afios, no fumadora, con antecedentes de HTA 'y
cancer de colon tratado quirGrgicamente hace siete afios,
que consulta por fatiga y distension abdominal de tres meses
de evolucion. En la ecografia abdominal se observa una
masa pélvica.

Se observan los siguientes datos de laboratorio:

p Resultado Intervalo
Parametro
basal normal
Creatinina 1.05 <1.03 mg/dL
AST/ALT 25/36 <45 U/L
CEA 4.2 <5 ng/mL
CA125 456 <35 U/mL
HE4 907 <120 pmol/L

Tabla 1. Resultados de analisis de suero de nuestro caso.
Adaptado de: Escudero JM, Molina R et al, 2015.

La concentracion basal de CA125 vy, sobre todo, de HE4
indican con alta probabilidad cancer de ovario. La presencia
de estas concentraciones de HE4 y CA125 previas al
tratamiento indica mal prondstico de la paciente. No presenta
insuficiencia renal, hepatopatia o derrames que pudieran
afectar la especificidad del HE4. La negatividad del CEA
apoya este diagndstico en contraposicion a la posible
recidiva de su cancer de colon.

La paciente es diagnosticada de cancer de ovario seroso de
alto grado (estadio Ill). Se le somete a cirugia citoreductora
y posterior quimioterapia con carboplatino-paclitaxel por seis
ciclos. El TAC realizado tras el fin de la primera linea de
guimioterapia mostré persistencia de las lesiones pélvicas e
implantes peritoneales que indican falta de respuesta al
tratamiento, por lo que se inicia una segunda linea de
quimioterapia con Cisplatino-Docetaxel por seis ciclos, tras
los cuales tanto las pruebas de laboratorio como de imagen
no muestran persistencia tumoral. En el TAC de seguimiento
a los dos afios de finalizar la segunda linea de quimioterapia
se observa la presencia de infiltrados en ambas bases
pulmonares que son consideradas metéastasis pulmonares,
por lo que se decide iniciar una tercera linea de tratamiento
quimioterapico con Vinorelbina. La paciente fallece treinta
meses después del diagndstico.
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HE4 CA125
Determinacion
(<120 pmol/L) (<35 U/mL)
0
Post 3% ciclo 851 502
quimioterapia-1
_Fin 952 465
quimioterapia-1
_Fin 84 32
quimioterapia-2
6 meses *NEE 75 33
12 meses NEE 92 72
13 meses NEE 82 32
22 meses NEE 421 152
0
Post 3% ciclo 1542 552
quimioterapia-3

*NEE: No evidencia de enfermedad

Tabla 2. Resultados de los analisis de marcadores
tumorales HE4 y CA125 tras los distintos tratamientos
recibidos. Adaptado de: Escudero JM, Molina R et al, 2015.
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INTRODUCCION

Los resultados analiticos obtenidos en un laboratorio clinico
han de ser fiables, reproducibles y deben satisfacer las
necesidades por las cuales fueron solicitados. Por tanto,
debe asegurarse que estos sean vdlidos, ya que pueden
afectar notablemente su interpretacion. En torno al 70%-80%
de las decisiones clinicas son determinados por los datos
que el laboratorio proporciona al clinico. La calidad de los
métodos analiticos empleados juega un papel decisivo, sin
embargo, de la confeccién de la solicitud de andlisis, de la
preparacion del paciente y de los cuidados para la obtencién
de las muestras, depende también la calidad de los
resultados. Estos factores componen lo que se denomina
fase preanalitica. La atencion que el personal asistencial y el
personal del laboratorio concedan a esta fase, determinara
en gran medida, la calidad de los resultados que se van a
obtener.

La fase preanalitica se divide en:

e [Etapa preanalitica extra-laboratorio: desde la
peticion de los analisis hasta la llegada de las
muestras al laboratorio. Etapa con mayor
probabilidad de provocar un efecto adverso, incluye
los procesos mas dificiles de controlar por la gran
complejidad y numero de profesionales implicados.

e FEtapa preanalitica intra-laboratorio: desde la
llegada de las muestras al laboratorio hasta justo
antes de comenzar la fase analitica.

La Asociacion Mundial de Patologia Clinica y Medicina de
Laboratorio considera que actualmente la fase preanalitica
es responsable del 70 % al 90 % de los errores atribuibles a
los laboratorios, lo cual se debe ver como un problema, pero
también como una oportunidad de mejora.

CAUSAS DE VARIABILIDAD

Las magnitudes biol6gicas estan sometidas a dos tipos de
variabilidad; la variabilidad biolégica y la analitica,
responsables de que los valores de un determinado
parametro sean diferentes entre individuos y de que incluso
en una misma persona difieran en el tiempo.

e Variabilidad biolégica

Aun siendo conocidos o teniendo  controlados
experimentalmente los factores causantes de la variacion
preanalitica y analitica, es un hecho que para una magnitud
concreta los valores observados en diferentes individuos son
distintos. También se observa que una misma magnitud

repetida en un mismo individuo en diferentes momentos del
dia o de su vida arrojara diferentes resultados, cuyas
diferencias no son imputables Gnicamente a factores
preanaliticos y al error analitico. Esta variacion es conocida
como variacion bioloégica.

La variacion bioldgica intraindividual, describe el fendmeno
por el cual los resultados de las magnitudes bioldgicas varian
en un individuo de un momento a otro. La variacién puede
suceder a corto o largo plazo, y su origen puede ser:

- Sistemético: fundamentalmente relacionados con los
ritmos biolégicos o con la edad debido a las
modificaciones que comporta el crecimiento o el
envejecimiento.

- Aleatorio: causado por las variaciones metabdlicas
relacionadas con la homeostasis. La variacion es tanto
menor cuanto mas estrecho sea el control o la regulacion
metabdlica del analito. También forman parte del
componente aleatorio las variaciones introducidas por la
dieta, clima, estados emocionales, etc.

Si la magnitud bioloégica tiene una variacion biol6gica
intraindividual muy pequefia (equilibrio homeostatico muy
ajustado), como, por ejemplo, el calcio, una minima
diferencia entre dos resultados seriados puede ser
significativa; en cambio, si la magnitud tiene una variacion
bioldgica intraindividual alta, como la amilasa, la diferencia
entre dos resultados seriados ha de ser mucho mayor para
que tenga el mismo nivel de significacion.

La variacion bioldgica interindividual, justifica por qué los
valores medios de una magnitud concreta son diferentes
entre los distintos individuos de una poblacién. Este
componente existe en todas las poblaciones, y determina la
necesidad de calcular en cada una de ellas sus propios
valores de referencia. Los factores que con mas frecuencia
causan este tipo de variacion en las magnitudes de
laboratorio son: la edad, la raza, el sexo, el ciclo menstrual,
la gestacion, la lactancia, la menopausia, la alimentacion, el
ejercicio fisico, la masa muscular, la obesidad, la localizacion
geogréfica, etc.

El conocimiento de la variacion bioldgica en el laboratorio
clinico, tiene una importancia extrema porque resulta
imprescindible para la interpretacion correcta de los
resultados de las pruebas de laboratorio. En general cuando
la variacion biolégica intraindividual sea mayor que la
interindividual, los valores de referencia poblacionales son de
utilidad, mientras que en el caso contrario son de uso limitado
y pueden llevar a errores de interpretacion.
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e Variabilidad analitica

La variabilidad analitica engloba a todos aquellos factores
gue pueden afectar al espécimen durante todo el proceso
analitico. Se entiende como “proceso analitico” al conjunto
de procedimientos que tienen lugar desde la solicitud del
andlisis y preparacion del paciente hasta que el informe llega
al médico que lo solicité. Esta dividido en tres fases:

- Preanalitica: comprende la fase desde la preparacién
del paciente y toma de muestra hasta la preparacién de
ésta para su analisis.

- Analitica: abarca todos los procedimientos relacionados
con la medida de la magnitud que se estudia.

- Postanalitica: incluye la elaboracion del informe analitico
y envio al médico solicitante.

VARIABILIDAD PREANALITICA

Son diversos los factores que pueden influir en la calidad de
la muestra y que han de conocerse para interpretar
correctamente el resultado final. Estos factores deben ser
conocidos por todos los profesionales que intervienen en el
proceso, tanto por los médicos (de forma que puedan
interpretar correctamente el informe analitico), asi como por
el personal de extracciones, que sera consciente de la
trascendencia que puede tener una incorrecta obtencion del
espécimen.

1. Factores fisiologicos

e Edad: algunas magnitudes presentan diferentes
valores segun la edad, por lo que es importante
conocer la edad del paciente para poder interpretar
correctamente un resultado. Ej.: Una fosfatasa
alcalina con niveles patoldgicos para un adulto es
normal para un nifio en edad de crecimiento; el
namero de hematies, hemoglobina y hematocrito se
encuentra mas elevado en neonatos que en
adultos; los niveles normales de PSA son
superiores en ancianos mayores de 65 afios, etc.

e Raza: algunas magnitudes pueden verse influidas
por la raza. Asi la raza negra tiene
significativamente disminuida la concentracion de
leucocitos en la sangre comparada con la raza
blanca. Esta diferencia se explica facilmente por
una reduccion de la concentracion de granulocitos.
Se ha observado una diferencia importante en la
actividad o concentracion catalitica de creatina-
cinasa en el plasma para ambos géneros entre
personas negras y blancas. Esta diferencia no es
debida a diferencias en la edad, la altura o la masa
corporal.

e Sexo: algunas magnitudes como CK, mioglobina,
creatinina, acido drico etc., presentan diferencias
segun el sexo del paciente.

e Embarazo: En el transcurso de un embarazo
normal, el volumen medio de plasma aumenta
desde aproximadamente 2600 mL a 3900 mL, por
lo que diversas magnitudes se ven afectadas por un
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efecto de “dilucion” producido por el aumento del
volumen plasmatico. Ademas se produce un
incremento de los niveles séricos de lipidos
(colesterol, triglicéridos, etc.).

e Ciclos hioldgicos: es importante informar sobre el
momento del ciclo en que se extrae la muestra ya
que ciertos parametros pueden variar siguiendo
ritmos biologicos. Asi, las hormonas sexuales
varian a lo largo del ciclo menstrual (FSH, LH,
estradiol, etc.), hormonas como el cortisol se ven
afectadas por el ritmo circadiano, presentando un
pico maximo a las 8 h y un pico minimo a las 20 h,
o la hormona del crecimiento aumenta por la noche.

e Estacién: algunos parametros varian segun el
periodo estacional. Asi, los niveles de vitamina D se
incrementan en verano.

e Altura: algunos parametros como la hemoglobina
aumenta con la altura.

e Estilo de vida: el tipo de dieta, consumo de café, el
ejercicio, alcohol (aumentando la GGT vy
transaminasas) o el tabaco, también son variables
fisiologicas a tener en cuenta.

Una dieta rica en grasas conduce a un aumento de la
concentracion de triglicéridos en el suero. En contraste, se
observan concentraciones elevadas de amoniaco, urea y
urato durante una dieta rica en proteinas y nucleétidos. Por
otra parte, la desnutricion y el ayuno pueden alterar las
magnitudes de manera clinicamente relevante. Las
reducciones de las concentraciones de prealbumina y
proteina enlazante de retinol en el plasma son indicadores
tempranos de una dieta pobre en proteinas.

La cafeina aumenta la triacilglicerol-lipasa, llevando a
incrementar hasta tres veces la concentracion de &cidos
grasos libres en plasma. También pude estimular la sintesis
de renina o catecolaminas, siendo origen de posibles falsos
positivos.

En cuanto al ejercicio, los cambios observados (p. €j.
Incremento de la concentracion de albumina en el plasma)
pueden en parte atribuirse al cambio de volumen desde el
compartimento intravasal al intersticial o a la pérdida de
volumen por sudoracion. El incremento de la concentracion
de urato en el plasma es una consecuencia de la reduccion
de su excrecion urinaria debida al aumento de la
concentracion de lactato en el plasma. El aumento de la
concentracion de creatina-cinasa en el plasma debido a la
hipoxia depende de la preparacion fisica, con un alto grado
de variabilidad individual.

2. Factores que influyen en latoma de muestra

e Ayuno: como norma general se recomienda un
ayuno de 8 horas previo a la extraccion. Ademas,
hay determinaciones que exigen una dieta especial
en los dias previos. En estos casos se
proporcionara al paciente instrucciones claras.
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e Tiempo de aplicacion del torniquete: si se mantiene
mas tiempo de lo recomendable (1-2 minutos)
puede producirse una hemoconcentracion, con el
consiguiente aumento de determinados
parametros. Al aplicar el torniquete venoso, la
presion coloidosmética se modifica temporalmente.
Esto significa que el aumento de la presion de
filtracion sobre los capilares provoca un
desplazamiento de agua y de sustancias de bajo
peso molecular del espacio extracelular al intersticio
celular. Las sustancias de peso molecular elevado
no pueden atravesar la pared capilar, por lo que
aumenta la concentracion de la sangre. En cambio,
la concentracion de sustancias de bajo peso
molecular disminuye. Tras 1 minuto de aplicaciéon
del torniquete venoso, los primeros valores
comienzan a alterarse, teniendo repercusiones
considerables, especialmente en el caso de valores
con un intervalo de referencia reducido.

e Pacientes con sueros terapéuticos: se recomienda,
en la medida de lo posible, que se extraiga la
muestra del brazo opuesto al que se tiene la
infusion.

e Anticoagulantes: es importante el uso del
anticoagulante adecuado segun la prueba a
determinar (EDTA para hematimetria, citrato para
coagulacion  bésica, Heparina litio  para
determinaciones bioquimicas...). Ademas, se debe
conocer la sal en la que se presenta el
anticoagulante (sédica, potéasica, etc.) y las
interferencias que puede presentar en ciertos
pardmetros. Es fundamental mantener la proporcién
adecuada entre la cantidad de sangre y el
anticoagulante, sobre todo en los tubos con citrato
para coagulacion, ya que si no se mantiene se
invalida la muestra.

INTERFERENCIAS EN LAS
ANALITICAS

Las pruebas analiticas del laboratorio clinico pueden verse
afectadas por constituyentes enddgenos de la misma
muestra. Algunos de ellos pueden reconocerse por el color
de la muestra (hemdlisis, ictericia y turbidez), pero otros
(drogas), requieren una informacion mas detalladas o un
andlisis directo. Las interferencias en un método analitico
pueden provocar un resultado falso que no refleja la situacién
“in vivo”.

DETERMINACIONES

e Hemolisis

La hemolisis in vitro es la principal causa de rechazo
preanalitico de muestras de suero (el 40-70% de las
muestras rechazadas) y consiste en la lisis de hematies y
otras células sanguineas durante la fase preanalitica debido
principalmente a factores relacionados con la flebotomia
(excesivo tiempo de torniquete, puncion traumatica,
mezclado excesivo o escaso de la muestra en el contenedor
tras la extraccion); aunque también al transporte de la
muestra al laboratorio (agitacién durante el transporte o

enfriamiento/calentamiento  excesivo) o0 durante el
procesamiento de la misma (inadecuada centrifugacion).

Aunque la hemodlisis in vitro es mas frecuente que la
hemdlisis in vivo, es muy importante saber distinguir una de
otra ya que la hemodlisis in vivo deriva de una situacion
patolégica (anemia hemolitica autoinmune, defectos
eritrocitarios, hemoglobinuria paroxistica nocturna, entre
otras) y los parametros alterados tienen relevancia clinica.
Ante una muestra hemolizada, deben comprobarse las
siguientes premisas y se sospechara de hemolisis in vitro si:

- SOlo una de las muestras se encuentra hemolizada.

- Si la concentracion de bilirrubina, haptoglobina y
reticulocitos se encuentra dentro de los intervalos
fisiolégicos. En el laboratorio de urgencias y ante casos
dudosos, es recomendable generar estas pruebas si
estan disponibles.

- Pedir nueva muestra para confirmar resultados y
descartar hemodlisis in vitro.

Por el contrario, la hemodlisis in vivo, se caracteriza por el
aumento paralelo de hemoglobina, LDH vy bilirrubina,
descenso incrementado de haptoglobina y niveles normales
de potasio. El suero/plasma no siempre tiene porque adquirir
una coloracion roja.

Los principales mecanismos de interferencia hemodlisis in
vitro son:

- Liberacién del contenido intracelular al plasma: en una
muestra afectada por la hemdlisis, se incrementa
falsamente y de forma mas notoria: potasio, lactato
deshidrogenasa (LDH) y aspartato aminotransferasa
(AST).

- Efecto dilucional: constituyentes como el ion sodio,
cloruro y albdmina se encuentran falsamente
disminuidos debido a este efecto.

- Otros mecanismos: interferencias espectrales (falso
aumento del hierro, lipasa); interferencias quimicas
(falsa disminucién de la bilirrubina por la actividad
pseudoperoxidasa de la hemoglobina que inhibe la
formacion de color del diazonio en el método de
Jendrassik y Groof).

e Lipemia

Se define como la turbidez que puede detectarse
visualmente en una muestra de suero/plasma debido a la
acumulacion de lipoproteinas, principalmente de las mas
grandes, como es el caso de los quilomicrones (QM) y de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) de tamafio
grande-medio.

Se asocia principalmente a la toma de muestra sin guardar
el tiempo de ayuno recomendado en pacientes ambulatorios.
En pacientes hospitalizados, la lipemia suele deberse a la
toma de muestra tras la administracion parenteral de
infusiones lipidicas, como por ejemplo la nutriciéon parenteral,
el propofol o farmacos liposomales (anfotericina B,
doxorrubicina). En menor medida, también puede ser causa

43



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

de situaciones patolégicas como diabetes mellitus,
pancreatitis, mieloma multiple, hipotiroidismo o ciertos
tratamientos (estrégenos, anticonceptivos o antiproteasas en
infecciones de VIH).

Los principales mecanismos de interferencia de lipemia son:

- Dispersion de la luz: la abundante presencia de lipidos
dispersa la luz en todo el espectro visual y en
consecuencia se afectan con sesgo negativo las
medidas realizadas por métodos espectrofotométricos.
En mayor medida, las que se realizan a menores
longitudes de onda (ej. Métodos en medida de glucosa,
ALT, AST, que emplean cambios en la concentracion de
NADPH+ medidos a 340 nm).

- Desplazamiento del agua: en una muestra lipémica, al
aumentar la proporcion de lipidos en el plasma,
constituyentes como los electrolitos que se distribuyen
en la fase acuosa, pasan a ocupar un menor volumen
(de hasta el 75%) por lo que métodos como la
potenciometria indirecta que emplean la dilucién de la
fase acuosa para extrapolar la medicion al volumen total
del plasma (incluida la fase lipidica), infravaloran la
concentracién de los mismos dando lugar a fendmenos
de pseudohiponatremia y pseudohipopotasemia.

e |[ctericia

Una muestra ictérica se caracteriza por una intensa
coloracion amarilla del plasma debido a patologias que
cursan con incrementos de bilirrubina superior a 100 pmol/L.
El mecanismo de interferencia puede ser tanto quimico como
espectral y puede afectar a resultados analiticos de
albumina, colesterol, triglicéridos, glucosa y proteinas
totales. La bilirrubina puede interferir actuando como una
sustancia reductora.

e Anticuerpos heterofilos

Pueden originar interferencias sobre el analito o sobre el
proceso de medicion (reaccion antigeno-anticuerpo).

e Farmacos

Pueden producir interferencias en la medida de diversos
analitos.

ETAPAS DE LA FASE PRENALITICA

Las etapas de la fase preanalitica comprenden desde la
solicitud del analisis por parte del facultativo peticionario
hasta el procesado, centrifugacion y distribucion de la
muestra.

e Solicitud de anélisis

Es imprescindible que en la solicitud se encuentren
correctamente cumplimentados varios tipos de datos:

- Identificacién inequivoca del paciente.
- ldentificacion del facultativo peticionario.
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- Descripcion de la muestra y procedencia anatomica, si
procede.
- Las pruebas analiticas/magnitudes solicitadas.

e Extraccién de muestras

La obtenciéon de muestras es uno de los momentos criticos
del proceso.

Se recomienda:

- Registrar los datos de la identificacién de la persona que
realiza la extraccion de la muestra, la hora y la fecha de
la misma (la peticién analitica electrénica facilita este
registro), asi como las incidencias que se hayan
producido.

- Utilizar un sistema de identificacion inequivoca del
paciente y de sus muestras primarias, alicuotas y su
peticién analitica de tal manera que asegure relacién
univoca entre muestras y paciente, es decir, la
trazabilidad de estas.

- Asegurar que se definen las responsabilidades en la
toma de muestras y su transporte cuando la obtencion
de muestras se realiza por personal ajeno al laboratorio.

- Documentar las situaciones posibles que se pueden
plantear: gestiébn de muestras recogidas por el propio
paciente (orina, heces, semen, etc.), la identificacion de
los distintos tiempos de wuna prueba funcional,
extracciones en los domicilios.

El orden recomendado de llenado de tubos es el siguiente:

1. Frasco hemocultivo: se debe realizar la extraccion
con asepsia quirtrgica, desinfectar la piel con
antiséptico (povidona yodada o clorhexidina) y utilizar
guantes esteriles. El orden de extraccion de
hemocultivos depende del sistema utilizado: si se utiliza
un sistema cerrado (por ejemplo, “palomilla”) primero
inocular la botella aerobia; si se utiliza un sistema abierto
(jeringuilla), inocular primero la botella anaerobia.

2. Tubo con anticoagulante citrato: para realizar el
estudio de coagulacién, la proporcién entre
citrato:sangre debe ser 1:9 y para determinar la
velocidad de sedimentacion, 1:4. Para que esta relacion
se cumpla, la muestra debe alcanzar un nivel situado
entre la parte inferior y superior de la marca del tubo de
coagulacion. De no ser asi, la proporcion de citrato se
veria alterada, generando modificaciones en los
resultados:

- Si se recoge menor volumen (relacion 1:7), el
citrato en exceso forma complejos con el calcio,
asi, el tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTPA) y el tiempo de protrombina
(TP) estarian falsamente incrementados.

- Sise llena en exceso, habria mas plasma del
que corresponde, disminuyendo por tanto la
relacion citrato: sangre y provocando un
acortamiento de los tiempos.
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Siguiendo las recomendaciones de la EFLM, cuando el
tubo de coagulacion es el primero a extraer o el (inico
tubo, si se emplea un dispositivo como la “palomilla” para
la extraccion, se debe recolectar un tubo antes y
descartarlo, para evitar un llenado insuficiente

3. Tubo de suero con activador de la coagulacion,
con o sin gel separador: al contener activadores para
favorecer la adecuada formacion del coagulo estos
tubos siempre deben ser extraidos con posterioridad a
los tubos con citrato, evitando interferencias en los
resultados por arrastre de los activadores de la
coagulacién. Sin embargo, los que no tienen activadores
de la coagulacion pueden extraerse antes que los tubos
de citrato.

4. Tubo con anticoagulante heparina: los mas
empleados son heparina de litio y heparina sddica:
actla a través de la antitrombina Il inactivando los
factores coagulantes 1Xa, Xa, Xla y Xlla, la trombina
(factor lla) y la proteina C y S, con lo que evita la
conversion de fibrinbgeno a fibrina. Como ventajas
destaca que conserva el pH sanguineo y se suele utilizar
para perfiles bioquimicos en el laboratorio de urgencias
(al llevar anticoagulante se puede centrifugar inmedia-
tamente) y para la realizacién de cariotipo constitucional
en sangre periférica (conserva las células viables para
el analisis citogenético). En estos casos se recomienda
que el tubo lleve heparina de sodio, ya que el litio
dificulta la division celular.

5. Tubo con anticoagulante EDTA (acido
etilendiaminotetracético): lleva EDTA sodico o
potésico. Actla como anticoagulante por ser quelante
del calcio de la muestra. Se usa para la realizacion de
hemogramas, estudio de células (mantiene la morfologia
celular), estudio de parasitos hematicos y para biologia
molecular (estudios genéticos). No se usa para
bioquimica  porque interfiere con  magnitudes
enzimaticas (fosfatasa alcalina) y los iones Ca y K. Cabe
destacar que, si no se alcanza un volumen de llenado
adecuado, variaciones en la relacidon anticoagulante y
muestra pueden provocar alteraciones en la forma y
tamafo de hematies, leucocitos y plaquetas, ya que
aumenta la proporcion de sales de anticoagulante que a
Su vez provocan un incremento de la osmolaridad.

6. Tubo coninhibidor de glucolisis: contienen fluoruro
sadico (inhibidor de la glucdlisis) en combinacion con
oxalato potésico (accion anticoagulante) y se emplea
principalmente para la determinacién de lactato y
glucosa. El fluoruro sédico (NaF) es un aditivo que actta
inhibiendo el metabolismo celular de la glucosa a nivel
de la enolasa, evitando la transformacién de
fosfoenolpiruvato en piruvato.

e Transporte de muestras y almacenamiento

Para el transporte de las muestras hay que seguir la
reglamentacién para el transporte normalizado de las
muestras clinicas, teniendo en cuenta que dichas muestras
clinicas se clasifican como N.o ONU 3373, categoria B y, por

lo tanto, deben ser transportadas mediante el sistema triple
basico de embalaje. Se recomienda:

- Disponer de registros para el control de tiempo y
temperatura en los transportes realizados desde los
centros periféricos. Establecer las acciones a realizar en
caso de que se superen los limites de tiempo y
temperatura aceptables.

- El registro de la persona encargada del transporte y la
hora de entrega de las muestras en el laboratorio.

- Registrar las incidencias ocurridas durante el transporte.

Las principales variables a tener en cuenta desde extraccién
periféricas son: agitacién, exposicion a la luz, temperatura,
tiempo de transporte, colocacion de los especimenes dentro
del recipiente de transporte, tipo de embalaje e identificacion
de los mismos. Para el transporte de especimenes desde
centros de extraccion periférica se recomienda disponer de
neveras provistas de dispositivos que permitan comprobar la
temperatura durante todo el trayecto, asi como un registro
del tiempo trascurrido entre la extraccion sanguinea y la
llegada al laboratorio clinico. Se debe cuidar que no haya un
exceso de agitacion que pueda producir hemdlisis de la
muestra.

Se debe disponer de un sistema para monitorizar el tiempo
de conservacion de las muestras en el laboratorio antes de
ser procesadas y para saber si en ese tiempo son correctas
las condiciones de almacenamiento. Asimismo, se debe
definir el tiempo durante el cual se han de conservar las
muestras en el laboratorio para garantizar que cualquier
problema en el procesamiento o en la interpretacion de los
resultados obtenidos pueda ser solucionado, recuperando la
muestra para un nuevo procesamiento, si fuera necesario, o
una ampliacién antes de ser desechadas.

e Procesado, centrifugacion y distribucion de
muestras

En primer lugar, se hace una recepcion que supone la
aceptacion de la solicitud y las muestras. Para ello debe
hacerse una inspeccion fisica de las muestras y su
identificacion, se controla el tiempo transcurrido desde la
extraccion y la temperatura a la que han permanecido las
muestras.

Una vez aceptadas las muestras y solicitudes, las muestras
deben ser clasificadas, centrifugadas en caso necesario,
destaponadas, y si es necesario alicuotarlas. En cuanto a la
centrifugacion hay que tener en cuenta:

- Para aquellos estudios que se realizan en sangre total,
como por ejemplo la hematimetria y la gasometria, no se
centrifuga la muestra.

- Se ha de tener especial precaucion en el caso de los
liquidos biolégicos, pues en primer lugar se realiza el
recuento celular y a continuacion se procederia a
centrifugarlos para analizar los parametros bioquimicos.

- En cuanto a los especimenes de orina, no se
centrifugaran a no ser que se trate de una muestra muy
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hematica que pueda interferir con los test bioquimicos a
realizar. Para el sistematico no es necesaria su
centrifugacion. Si lo es en caso de tener que hacer la
lectura del sedimento.

En el caso de las muestras sanguineas, se recomienda que,
el tiempo transcurrido entre la extraccion y la llegada al
laboratorio de una muestra sin centrifugar no supere las dos
horas. La demora en la centrifugacién supone un contacto
continuo con las células, lo que podria provocar la
degradacion de determinados analitos por protedlisis, la
difusion de elementos como el potasio hacia el exterior
celular incrementando sus niveles o, debido al metabolismo
celular producir un descenso o un aumento (amonio, lactato)
en la concentracion de los analitos.

Si se va a congelar la muestra antes de procesarla hay que
tener en cuenta que la homogeneizacion inadecuada de las
muestras congeladas después de la descongelacion es una
fuente muy comudn de error. Por tanto, después de la
descongelacién, la muestra deberé invertirse varias veces,
evitando la formacion de espuma.

TIPOS DE MUESTRA
e Sangre Total

Tubo con anticoagulante sin centrifugar. En este tipo de
muestra se realizan estudios de gases y hematolégicos.

e Plasmao Suero

Se obtiene tras centrifugar los especimenes, en funcion de si
el tubo contiene anticoagulante o no.

SUERO PLASMA

Tubo sin

. Tubo con anticoagulante
anticoagulante

Mayor riego de

e Menor riesgo de hemodlisis
hemolisis

Centrifugacion tras

esperar a la . S .
forrgacic')n del Centrifugacion inmediata
coagulo
Contiene fibrindgeno.
No contiene Se considera un interferente en
fibrinbgeno algunas pruebas como el

proteinograma y puede interferir
en algunos inmunoensayos

Menor cantidad de
sobrenadante tras la
centrifugacion

Mayor disponibilidad de
sobrenadante (15-20% mayor
gue el suero)

Tabla 1: Principales diferencias entre suero y plasma.
Elaboracion propia
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e Orinade primera miccién

El andlisis sistematico de orina con sedimento urinario
representa un alto porcentaje del total de analisis de orina
gue se solicitan al laboratorio de urgencias. Se recomienda
recoger la muestra en recipientes estériles de plastico de
boca ancha, sin conservantes ni aditivos y, a ser posible, que
incorporen dispositivos de transferencia de la orina a tubos
de recogida por sistema de vacio. No obstante, existen
excepciones en las que debido a las condiciones del paciente
este contenedor no puede emplearse: en lactantes y nifios
de corta edad se recurre al uso de una bolsa de plastico
pediatrica que, a través de un adhesivo, permite que el nifio
miccione directamente en ella. En otras circunstancias y para
evitar la contaminacion de la orina, la recogida puede
realizarse mediante puncion suprapubica o cateterismo de
vejiga.

Se prefiere la orina de 12 hora de la mafiana ya que presenta
una mayor osmolalidad, lo que refleja la capacidad que
presenta el rifién para concentrar la orina. En esta orina de
12 hora se encuentran mas concentrados elementos como
leucocitos, bacterias, cilindros, hematies, optimizdndose asi
el rendimiento diagndstico de las pruebas de laboratorio.
Ademas, presenta menores fluctuaciones en las
determinaciones influidas por la dieta, actividad fisica, etc.

Se debe recoger la orina de la porcién media de la miccién
(ya que esta menos contaminada por las bacterias que son
arrastradas por la primera parte de la miccién). Se
recomienda lavado previo de genitales externos con jabén y
aclarado posterior con abundante agua (si la orina se
contamina con jabon pueden verse afectados determinados
parametros como pH, o incluso el crecimiento bacteriano
puede verse inhibido).

Las muestras se trasportaran al laboratorio en el menor
tiempo posible. Si el andlisis se va a demorar méas de dos
horas el transporte debera ser refrigerado (2-8°C), aunque
esta medida puede producir la precipitacion de uratos o
fosfatos amorfos. Tanto para anormales y sedimento como
para urocultivo la muestra debe procesarse en las 2-3 horas
posteriores a su recogida, ya que algunos analitos pueden
verse afectados.

e Orinade 24 horas

La orina recogida durante 24h se obtiene con el fin de
conseguir una muestra homogénea y representativa de los
analitos que se excretan a lo largo del dia. Esta prueba es
vélida solamente si la recogida de orina incluye toda la orina
de 24 horas. Si por alguna razén no entra en el recipiente
alguna cantidad de orina emitida en este periodo puede que
la prueba no sea exacta y tenga que repetirse otro dia.

Los recipientes para recoger orina de 24 horas deben ser
contenedores de plastico opaco con boca ancha, de 3 litros
de capacidad, con escala graduada y con cierre seguro para
evitar derrames. Se recomienda mantener la orina
refrigerada durante el periodo de recogida de orina de 24
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horas hasta su entrega en el laboratorio o en los puntos de
extraccion periféricos.

Para el alicuotado es necesario homogeneizar debidamente
las orinas antes de obtener una alicuota que sea
representativa del total de la muestra y especificar en el
contenedor que se trata de orina de 24 h y anotar la diuresis.

En ocasiones en necesario afiadir a la orina de 24 h
determinados conservantes antes de comenzar el proceso
de recogida con el fin de evitar el deterioro de algunos
analitos:

- Catecolaminas y Acido 5-Hidroxiindolacético

Las catecolaminas son Importantes para el diagnostico
diferencial 'y seguimiento del feocromocitoma 'y
neuroblastoma.

El Acido 5-Hidroxiindolacético es importante para el
diagndstico del sindrome carcinoide secretor de serotonina.

Estos analitos sufren una réapida degradacion durante las
primeras 24h. La acidificacion a un pH 4 es un método
efectivo para evitar este efecto.

Dos dias antes de la recogida de la orina, y durante la
recoleccion de la misma (3 dias en total), deben eliminarse
de la alimentacién los siguientes productos: Vegetales
(berenjena, tomate) Verduras (brécol, espinacas, coliflor)
Frutas: citricos, platanos, bananas, pifia, kiwi, ciruela,
aguacate Frutos secos (nueces) Chocolate, té, café (incluido
descafeinado) Productos que contengan vainilla (galletas,
helados, flanes, pasteles...)

Cada una de las micciones se recogerd orinando
directamente sobre el frasco sin acido y se trasvasara
inmediatamente al frasco con &cido, con la precaucion de no
salpicar el acido que puede producir quemaduras.

- Acido oxalico

La formacion de los cristales pocos solubles de oxalato o
sales de calcio esté considerado como un factor primordial
en la urolitiasis.

Dos dias antes de la recogida de la orina, y durante la
recoleccién de la misma, deben eliminarse de la alimentacién
la vitamina C y alimentos que la contengan (principalmente
fresas, citricos, papayas, grosella negra, kiwi, pimientos,
tomates, guayaba, coles de Bruselas, brocoli, coliflor,
melones, acelgas, espinacas, berros, tomillo, albahaca,
perejil, cilantro)

. Heces

En funcién de la magnitud a analizar deben cumplirse unas
condiciones preanaliticas. Para la determinacion de sangre
oculta en heces, importante para la deteccion de
enfermedades de la porcion inferior del aparato digestivo,

que cursan con hemorragias, no deben recolectarse durante
el periodo menstrual o ante la presencia de sangre en orina.

Para pruebas que solicitan varias muestras de heces
(deteccion de parasitos, Helycobacter pilory, sangre oculta,
etc), se recomienda remitir muestras de deposiciones de dias
distintos (algunos autores refieren que preferentemente dias
alternos).

Para el analisis de grasas en heces, importante para el
screening de malabsorcién, se requiere seguir una dieta
grasa durante 6 dias (afiadir a la alimentacion normal 50
gramos de mantequilla o margarina cada dia) y en los 3
ultimos dias de la dieta recoger en el recipiente pesado las
heces completas de esos 3 dias.

e Liquidos bioldgicos

Todos los liquidos deben enviarse al laboratorio de urgencias
para analizarse de inmediato, ya que rapidamente comienza
la degeneracion celular.

Para llevar a cabo el andlisis bioquimico de los liquidos
bioldgicos (pleural, sinovial, ascitico, peritoneal, pericardico,
etc.), por lo general se utilizan contenedores sin aditivos,
aunque también se pueden emplear tubos de vacio con
heparina de litio. Por otro lado, la muestra para realizar el
recuento celular se debe enviar al laboratorio en tubos que
contengan EDTA-K3 para prevenir la coagulacién, en
particular si se trata de una afeccion inflamatoria en la que el
fibrinbgeno y otros factores de coagulacion pueden estar
presentes.

La recoleccion suele realizarse en 3 tubos, siendo el orden
de llenado éptimo:

1. Estudio bioguimico (heparina de litio).

- 2. Analisis microbiolégico (contendedor estéril sin
aditivos).

- 3. Recuento celular y diferencial (EDTA).

Sin embargo, dada la dificultad que en ocasiones puede
suponer la extraccién de este espécimen, sélo se dispone de
un unico tubo para realizar el estudio completo. En tal caso,
se emplearan tubos de heparina de litio y sin la presencia de
gel separador, ya que puede interferir en el recuento celular.

Por su parte, el liquido cefalorraquideo (LCR) se recoge en
tubo estéril sin aditivos, debido a que en esta muestra existe
una baja concentracion de células y proteinas que podria
verse falsamente alterada por la presencia de aditivos.

e Semen

Entre las recomendaciones preanaliticas para obtener una
mejor calidad del semen para estudios de fertilidad,
destacan: guardar un periodo de abstinencia de 3-4 dias
(nunca superior a 7) , recoger toda la muestra directamente
sin preservativo y mediante masturbacion sobre el envase
indicado, obtener la muestra en una sala anexa al laboratorio
para asegurar el tiempo transcurrido desde la obtencion, no
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debiendo transcurrir mas de una hora entre la recogida y la
entrega de la muestra y no someter a la muestra a cambios
de temperatura y realizar una adecuada entrevista al
paciente (fundamentalmente preguntar si la recogida de
muestra ha sido completa o no, si ha sufrido un proceso febril
en los Ultimos dias, medicacion y habitos toxicos).

En caso de estudio post vasectomia el primer control se
debera realizar a los 4 meses tras la intervencién quirargica
y después de haber tenido, al menos, 24 eyaculaciones.

e Gasometria

Las muestras destinadas a gasometrias son especialmente
sensibles a errores de tipo preanalitico. Una mala praxis en
la obtencion de la muestra venosa puede hacer que solo se
refleje el equilibrio acido-base de una extremidad y no del
organismo en su totalidad. Debe evitarse un uso prolongado
del torniquete, ya que la anoxia tisular conducird a
alteraciones de ciertas magnitudes del equilibrio &cido base,
con disminucion del pH e incremento de la concentracion de
lactato. Antes del procesamiento de estas muestras es
importante comprobar que no existe coagulo ni burbujas o
camaras de aire en la muestra. Ademas, ha de procesarse
de inmediato a su llegada al laboratorio, de lo contrario, los
valores tanto de pH como de los gases a medir pueden verse
alterados por accion del metabolismo celular. Se debe
garantizar la medicion en los 30 minutos siguientes a la
obtencidén de la muestra, si no es posible deberia recogerse
en recipiente de vidrio y almacenarse en hielo (0-4°C) hasta
su analisis.

e Muestras protegidas de la luz

Por un lado, las porfirinas sufren una importante degradacion
(mas de 50 % en 24 horas) por lo que las muestras bioldgicas
para su analisis deben evitar la exposicion de la luz.

Ademas, el retinol y la vitamina A son fotosensibles, por lo
que la muestra debe protegerse de la luz inmediatamente
después de la obtencion para evitar su oxidacion y asi
prevenir concentraciones falsamente bajas.

e Muestras en hielo

Debido a que, a temperatura ambiente, los eritrocitos
exportan homocisteina al plasma, el aumento en la
concentracién de homocisteina puede prevenirse con la
inmediata centrifugacion y la separacion de las células
sanguineas o con la colocacion inmediata de la muestra de
sangre en hielo hasta su centrifugacion.

- La ACTH es rapidamente adsorbida por las superficies
de cristal, y sometido a degradacién por las proteasas
del plasma. La extraccién debe ser realizada en tubo de
plastico, inmediatamente transferido a hielo vy
centrifugada a 4°C en la mayor brevedad posible,
seguido de alicuotado y almacenado a -20°C, siendo la
estabilidad de la muestra en este caso de 30 dias.

- El lactato, piruvato, acetoacetato y el hidroxibutirato son
metabolitos intermediarios presentes normalmente en
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sangre, cuyas concentraciones relativas son una
expresion del balance nutricional en el metabolismo
energeético.

- ElI amonio se recoge en contenedores con
anticoagulante EDTA ya que la coagulacion de la sangre
aumenta el nivel de amonio. Se recoge con hielo para
frenar la actividad celular en el tubo y evitar el aumento
del nivel de amonio.

CALIDAD

El laboratorio clinico acreditado debe asegurar que el control
y la gestion del proceso preanalitico cumple con los
requisitos de la Norma UNE-EN ISO 15189:2013. Para ello,
debe garantizar que todas aquellas actividades propias de la
fase preanalitica no afectaran a: 1) los resultados obtenidos
en el proceso analitico. 2) la trazabilidad de las muestras
primarias, ni a 3) los aspectos relativos a la interpretacién de
los resultados.

Se recomienda:

- Disefiar un plan de control interno de la calidad del
proceso preanalitico, mediante la implantacion de
indicadores.

- Seleccionar indicadores que aporten informacion
trasladable a los objetivos de gestion del proceso,
definiendo sus especificaciones, y que tengan en cuenta
los puntos criticos en relacién con la seguridad del
paciente.

- Participar en un programa de evaluacion externa de la
calidad.

- El laboratorio debe disponer de documentacién
adecuada, controlada y disponible en todos los lugares
necesarios. Esta documentacion debe abarcar todas las
fases del proceso preanalitico, solicitud, obtencién de
muestras, transporte, recepcion de muestras y
solicitudes, conservacion y almacenamiento y debe
distribuirse a todo el personal implicado: médicos
peticionarios, pacientes, personal técnico de los centros
de extraccion y personal del laboratorio.
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ORGANIZACION POSTANALITICA

Autor: Maria Concepcion Burgos Ballester; Fernando Calvo Boyero.

Servicio de Bioquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: indices séricos, informe de laboratorio, valores criticos.

FASE POSTANALITICA: DEFINICION Y RELEVANCIA

El proceso global de laboratorio esta constituido por una
secuencia temporal de tres etapas: preanalitica, analitica y
postanalitica. Esta udltima se inicia al obtener el resultado
primario de la determinacion analitica y finaliza con la
emision del resultado definitivo en el informe. Incluso se
considera la diferenciacion de una fase post-postanalitica
que incluye la asesoria del facultativo de laboratorio al
especialista clinico cuando es necesario. Es, por lo tanto, el
ultimo paso para la obtencion y emision de unos resultados
fiables, veraces y consistentes mediante la revision
exhaustiva de los mismos permitiendo el cribado, diagnéstico
0 seguimiento del estado de salud del paciente, e incluyendo
ademas el almacenamiento del material clinico, el desecho
de la muestra y la preparacion del informe de laboratorio.

Es bien sabido que el mayor porcentaje de errores dentro del
proceso global de laboratorio ocurre en la fase preanalitica
(48%), frente al 8% de los errores que ocurren en la fase
analitica. Sin embargo, el elevado porcentaje de errores
detectados en la fase postanalitica (45%), que casi iguala al
de la fase preanalitica, hace que sea necesario establecer
una serie de filtros que deben superar los resultados
analiticos antes de emitirse en un informe?.

INFORME DE LABORATORIO

Los informes de laboratorio del Hospital Universitario 12 de
Octubre pueden ser visualizados en diferentes puntos de
consulta: desde Infinity (Sistema Informatico de Laboratorio
0 SIL); desde HCIS pinchando en el icono de resultados y en
la pestafia “Laboratorio”, desde “Vistas” y entrando en las
peticiones resueltas o pendientes de ese paciente o desde
“Historia clinica” y “Analisis de rejilla” seleccionando la
especialidad y el tipo de busqueda; y por ultimo, desde la
Intranet, en “Informacién por paciente”, buscando con el
numero de historia clinica y en la pestafia “Laboratorios”.

Segun la norma ISO 15189:2013, los resultados de
laboratorio deben notificarse de forma clara, exacta y sin
ambigiiedad. Ademas, el laboratorio debe definir el formato
en que emite sus informes de laboratorio (electrénico o en
papel). En cuanto al informe de laboratorio, debe incluir:

e Comentarios sobre la calidad de la muestra que
pudieran comprometer los resultados del analisis,
como es el caso de los indices séricos, que sera
tratado mas adelante.

e Comentarios sobre la adecuacion de la muestra
respecto a los criterios de aceptacion/rechazo
establecidos. Este condicionante se debe tener en
cuenta para la ampliacion de pruebas que se
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solicitan con mucha frecuencia después del andlisis
primario de la muestra.

e Resultados de criterio alarmante: valores criticos y
de alerta.

e Comentarios interpretativos sobre los resultados.

En cuanto al formato que debe seguir el informe de
laboratorio y a la informacién que debe incluir, cabe destacar:

e |dentificacién del laboratorio que emitié el informe.

e Identificacion de los andlisis que hayan sido
realizados por un laboratorio subcontratista.

e Identificacién y ubicacion del paciente en cada
pagina del informe.

e Identificacion del solicitante y su informacion de
contacto.

e Fecha de registro, ademas de la hora cuando sea
pertinente.

e Fecha de informe de laboratorio y hora de
comunicacion.

e Tipo de muestra primaria.

e Numero de péagina respecto al ndmero total de
paginas (por ejemplo: “pagina 1 de 4”).

e Identificacion de los facultativos que revisaron los
resultados y autorizaron la comunicacion del
informe de laboratorio, asi como un modo de
contacto con dicha seccion. En otros hospitales,
como en el H. Universitario Marqués de Valdecilla
(Santander) identifican, ademas de con el nombre,
con su cargo a los profesionales que han validado
el resultado (facultativo o residente).

e Identificacion clara del analisis incluyendo, cuando
corresponda, el procedimiento analitico.

e Resultados analiticos expresados en unidades del
Sistema Internacional (Sl), unidades con
trazabilidad hasta unidades del S| u otras unidades
aplicables.

e Intervalos de referencia biologicos, valores de
decision clinica o diagramas/nomogramas que
sustenten dichos valores.

e Comentarios interpretativos de los resultados,
cuando proceda.

e Comentarios acerca de pruebas ampliadas para
completar el informe u obtener mayor rentabilidad
diagndstica o prondstica a la muestra, como se
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comentara mas adelante en el apartado de indices
séricos.

e Identificaciéon de los analisis efectuados como parte
de un programa de investigacibn o que se
encuentra en desarrollo para los cuales todavia no
existe disponible ninguna especificacion acerca de
la medicién. Por ejemplo, en nuestro informe
indicamos con un simbolo () las pruebas que no se
encuentran amparadas por la acreditacion ENAC.

INTERVALOS DE REFERENCIA 'Y TOLERANCIA

Para que los resultados cuantitativos de concentracion de
una magnitud bioguimica que emitimos en el informe
adquieran significado deben ir acompafados de unos valores
de referencia. Estos se obtienen a partir de una poblacion de
referencia biolégica y deben ser establecidos por cada
laboratorio. Por lo tanto, variaran en funcion de los criterios
de inclusion y exclusion a la hora de seleccionar la poblacion
de referencia (factores biol6gicos (edad, sexo), preparacion
del individuo (dieta, ayuno, etc.), tipo de muestra (suero,
plasma)) y de la técnica analitica empleada.

Una vez obtenidos los resultados analiticos de la poblacion
de referencia y eliminados los valores atipicos, se representa
la distribucion de frecuencias en un histograma
(concentracion del analito en eje de abscisas y frecuencia
relativa en eje de ordenadas). Si la distribucion es gaussiana,
se define el intervalo de referencia como aquel que incluye el
95% central de los datos (x + 1,96 DE). Si la distribucion de
frecuencias no corresponde a una distribucién gaussiana, se
define el intervalo de referencia como aquel comprendido
entre los percentiles 2,5y 97,5.

En ambos casos, se eliminan el 5% de los resultados (2,5%
de los resultados mas bajos y 2,5% de los resultados mas
altos) habiéndose obtenido en una poblacién inicialmente
sana. Por ello, resulta més correcto definir estos intervalos
como intervalos de referencia y no de normalidad, ya que un
resultado fuera de ese intervalo no implica enfermedad,
aunque la probabilidad de que sea asi aumenta conforme el
valor obtenido se aleja del limite del intervalo. Ademas, el
término “normalidad”, desde el punto de vista estadistico,
supone una distribuciéon gaussiana que no siguen todas las
magnitudes bioldgicas.

El establecimiento de intervalos de referencia esta sujeto a
numerosos factores que introducen variabilidad en el
proceso. Un modo de aumentar la homogeneidad seria
realizar dicho proceso en varios subgrupos, por ejemplo, en
funcion del sexo, edad o situacion clinica (gestacion). Si la
diferencia de medias calculada en dichos subgrupos para un
determinado analito es superior al 25% del intervalo de
referencia obtenido en el grupo no separado (sin separacion
por sexo, edad o gestacion), si seria conveniente emplear
intervalos de referencia diferenciados para cada subgrupo.
Por todo ello, es de vital importancia que en los informes de
resultados se especifique el intervalo de referencia
establecido en el propio laboratorio y, en caso de ser
necesario, se haga la diferenciaciéon adecuada en funcién de
los factores biolégicos no modificables (edad, sexo, raza).
Ademas, estos intervalos diferenciados por grupos de

poblacién nos permiten asegurar la coherencia de los
resultados con la situacion clinica y biologica del paciente.

Algunos de los parametros cuyos intervalos de referencia
tenemos especificados por grupos de edad son albimina,
bilirrubina, cloro o calcio. Mientras, para parametros como
acido urico, creatinina, fésforo, fosfatasa alcalina y ferritina
tenemos especificados intervalos de referencia por grupos
de edad y por sexo, tal como se establece en la siguiente
tabla:

Edad AlblUmina
0 dias — 4 dias 28-44
4 dias — 14 afios 3.8-54
14 afos — 18 afos 32-45
> 18 afios 35-5
Edad Bilirrubina
0 dias — 1 dia 2—6
1 dia -2 dias 6-—7
2 dias — 5 dias 4-12
> 5 dias 02-1
[ Sexo Edad Creatinina
0 dias — 30 dias 0,24 — 0,85
1 mes — 5 afios 0,31-0,47
5 afios — 9 afos 0,4-0,6

9 afios — 13 afios | 0,53 0,79
13 afios — 15 afios | 0,57 — 0,87

Masculino > 15 afios 0,7-1,2
Femenino 0,5-0,9
| Sexo Edad Acido Urico
0 dias — 1 mes 22-572
1 mes — 12 meses 2,2—6,2
Masculino > 1 afio 22-17
Femenino 2,2—-57

Tabla 1. Intervalos de referencia establecidos en el
Laboratorio de Bioquimica y Andlisis clinicos del Hospital
Universitario 12 de Octubre para algunos parametros
bioquimicos a fecha de enero de 2023. Elaboracion propia.

Unos intervalos més amplios y que incluyen los valores de
referencia, son los intervalos de tolerancia. Los resultados
incluidos en dichos intervalos de tolerancia se autovalidan en
algunos conjuntos de pruebas definidos por los facultativos.
Se conoce como validaciéon automatica o autovalidacion al
proceso por el cual los resultados del andlisis del paciente se
envian al SIL y se comparan con los criterios de aceptacion
definidos por el laboratorio, incluyéndose automaticamente
en el informe sin ninguna intervencion adicional. Se consigue
asi liberar de trabajo al personal facultativo, sobre todo en
hospitales con elevada carga de trabajo asistencial.

VALOR DE REFERENCIA DEL CAMBIO: DELTA CHECK

Una de las alarmas que podemos encontrarnos al revisar los
resultados previamente a su validacion es la alarma Delta-
check. En muchas ocasiones, el laboratorio realiza
mediciones seriadas de un analito a lo largo del tiempo para,
por ejemplo, ajustar el diagnostico, monitorizar un
tratamiento o hacer un seguimiento de una enfermedad
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aguda o cronica. En dichos resultados vamos a encontrar
una variabilidad total que sera resultado de la variabilidad
intraindividual (muy variable en funcién del parametro
analizado, y que se puede consultar en la base de datos de
la EFLM (European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine)), preanalitica (minima si se logra
estandarizar la preparacion del paciente y la obtencion y
manejo de la muestra) y analitica (se obtiene del propio
control de calidad interno).

CVr2=CVi 2+ CVp2+ CVa?2

Sin tener en cuenta la variabilidad preanalitica para el calculo
de la variabilidad total, la formula anterior se puede simplificar
de la siguiente manera:

CVr= /CV,Z +CV,2

Para determinar si la diferencia entre dos resultados
consecutivos obtenidos tras semanas 0 meses es
significativa, se definid en concepto de diferencia critica o
valor de referencia del cambio (VRC): cambio en la
concentracién del analito requerido para que adquiera
significado clinico. Es decir, define el porcentaje de cambio
entre las dos determinaciones que es necesario para
considerarlo  clinicamente relevante. Mejorando la
metodologia y disminuyendo la variabilidad analitica, el
porcentaje de cambio en la concentracion del analito
necesario para que sea significativo disminuye.

VRC=+2-Z- /CV,Z+CVA2

El VRC se emplea para el Delta-checking y el SIL puede
adaptarse para cumplir esta funcidn mostrdndonos la
siguiente alerta: TD. El VRC es una de la formas clasicas y
mas sencillas de calcular el Delta-check. Sin embargo,
presenta ciertas limitaciones como asumir que la distribucion
de los datos es gaussiana y que el coeficiente de variabilidad
analitica es constante a lo largo de todas las mediciones.
Otras féormulas mas complejas para calcular el Delta-check
son el VRC Fokkema, la formula de Harris o Jones GR. La
alarma TD aparecerd cuando la diferencia entre dos
mediciones del mismo analito separadas por un marco de
tiempo previamente especificado sea superior al VRC, es
decir, cuando ese cambio cuantitativo sea significativo.

Ademas de las utilidades ya nombradas, el Delta-check nos
permite informar acerca de la integridad de la muestra al
detectar cambios significativos en ciertos parametros;
localizar errores analiticos, en caso de que aparecieran
alarmas TD en el mismo parametro en sucesivas analiticas;
y también detectar errores en la identificacion de pacientes,
ya que estariamos obteniendo cambios significativos en uno
0 mas parametros.

En nuestro laboratorio tenemos establecidas alarmas Delta-
check en parametros como bilirrubina total, calcio, creatinina,
amilasa y proteina C reactiva. Por ejemplo, en el caso de la
bilirrubina, aparecera una alarma Delta-check que impide
que el resultado se autovalide aunque se encuentre dentro
del intervalo de referencia establecido si se cumplen las
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siguientes condiciones: el valor actual se encuentra entre 0 y
1 mg/dl, la fecha del resultado previo es de los Ultimos 7 dias
y el resultado actual ha disminuido en 3 unidades respecto al
resultado previo.

VALORES CRITICOS:
COMUNICACION

ESTABLECIMIENTO Y

Antes de profundizar en como se establecen los valores
criticos y los protocolos empleados para su comunicacion,
debemos diferenciar entre valores de alerta y valores criticos.
Los valores de alerta o alarma son resultados que,
comunicados rapidamente, pueden suponer un beneficio en
la salud del paciente, pero que no informan de una situacion
clinica urgente. Los valores criticos o de panico, que definié
Lundberg en el afio 1972, son aquellos resultados tan
alejados de los valores de referencia que pueden poner en
peligro la vida del paciente a menos que se inicie
rdpidamente un tratamiento apropiado.

La comunicacion rapida de estos resultados disminuye la
morbimortalidad de los pacientes y el coste sanitario. La
norma I1SO 15189:2013 (apartado 5.8, subapartado 5.8.7)
recoge que el laboratorio debe tener procedimientos para
avisar inmediatamente cuando los resultados de los analisis
se encuentren dentro de los intervalos de alarma
establecidos. Exige la comunicacién rapida y segura de los
valores criticos y el registro de dicha comunicacion (emisor y
receptor de la informacion, via empleada y si el interlocutor
ha comprendido la informacién) con el objetivo de que quede
trazabilidad del proceso. La comunicacion se suele hacer por
llamada telefénica, informando de los datos del paciente y el
valor analitico obtenido y debe incluir la repeticion del
resultado por parte del receptor. Esto UGltimo se conoce como
Read-back y consiste en pedir al receptor de la llamada que
repita el nombre, nimero de historia y valor critico informado
de dicho paciente, pudiendo reducir errores de compresion
fruto de la comunicacion oral.

Cada laboratorio debe definir sus propios valores criticos
(qué pruebas y a partir de qué valores) y el protocolo de
comunicacién de los mismos. Para elaborar este listado
debemos tener en cuenta las caracteristicas de la poblacion
a la que atiende el hospital, las enfermedades mas
prevalentes y su fisiopatologia y las especialidades
existentes en el centro, ademas de valorar si es necesaria la
elaboracion de diferentes listados para pacientes
extrahospitalarios,  hospitalizados, de urgencias vy
pediatricos, estando dichas decisiones basadas en criterios
clinicos. En nuestro caso, informamos los siguientes valores
criticos en las peticiones de urgencias:

pH <71 >7.6
Glucosa <45 > 400
Sodio <120 > 160
Potasio <28 >6,5

Tabla 2. Valores criticos establecidos en el Laboratorio de

Bioquimica y Andlisis clinicos del Hospital Universitario 12

de Octubre para peticiones de urgencias a fecha de enero
de 2023. Elaboracién propia.
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La correcta comunicacion de valores criticos a los clinicos es
un importante indicador de calidad en el laboratorio ya que
contribuye significativamente a la efectividad clinica,
seguridad del paciente y eficiencia del trabajo, pero ademas
también permite coordinar las labores de los profesionales
sanitarios de laboratorio y de aquellos que estan
directamente en contacto con el paciente en torno al mismo,
dando un valor muy relevante al laboratorio en el papel
asistencial del cuidado al paciente.

Para cumplir con esta garantia de calidad es necesario que
dichos valores sean reconocidos de forma réapida y facil, y
para ello se dispone de sistemas de aviso dentro del SIL. En
nuestro caso, en las analiticas pedidas de forma urgente se
crean de forma automatica 2 pruebas adicionales llamadas
“Valor critico -- informado por” y “Valor critico -- recepcionado

”

por”.

Cuando observamos que ya existe registro de su
comunicacion en dias anteriores, algo que ocurre sobre todo
en pacientes hospitalizados, puede no ser necesario volver a
informar el mismo. En estos casos, en nuestro laboratorio
registramos el comentario NAH (“No avisado. Resultado
habitual en el paciente”). Volver a informar un mismo valor
critico en sucesivos dias puede suponer retrasos en otras
tareas o al informar valores criticos repentinos de otros
pacientes, ademas de suponer molestias innecesarias que
interrumpan las tareas de los clinicos. Sin embargo, algunos
autores consideran que volver a comunicar dicho valor critico
indica mayor implicacién y grado de vigilancia por parte del
laboratorio.

En otras ocasiones, resulta imposible contactar con el
servicio peticionario, y tan solo podemos, desde el
laboratorio, validar el resultado y afiadir como comentario
que ha sido imposible comunicar de forma oral el valor critico
obtenido (ICT: “Imposible Comunicacion Telefénica”).

En peticiones de pacientes ambulantes, hospitalizados,
solicitadas por los Centros de Especialidades a través de
HCIS o desde consultas de rutina, salta una “Alerta clinica
HCE” en la que rellenamos “SI” o0 “NO” con el objetivo de que,
una vez comprobado, ese valor critico se vuelque o no a una
vista de alarmas clinicas en la sesion del médico peticionario
en HCIS.

Si se trata de peticiones realizadas desde Atencidn Primaria,
se abren 5 campos que deben ser rellenados ademas de
realizar la Illamada comunicando dicho valor critico
(facultativo informante, fecha y hora, médico que ha
recepcionado la llamada y si se ha producido Read-Back).
Se ha planteado establecer un nuevo circuito para la
comunicacién de valores criticos en Atencion Primaria
mediante el BUZGEN (correo electrdnico al buzén genérico).

Esta comunicacion seria similar a lo que se ha implementado
recientemente para informar variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en genes de susceptibilidad a
cancer hereditario. En estos casos, si el servicio peticionario
forma parte del hospital, recibird una notificacion en la pagina
de inicio de Intranet que direcciona al resultado en HCIS. En
caso de tratarse de hospitales periféricos al Hospital
Universitario 12 de Octubre, se envia un correo electrénico
para avisar de que ya pueden consultar el resultado a través
del visor de resultados externo ATOM (Landra). En este

correo hay un enlace para la confirmacion de lectura del
mismo, de forma que, en caso de no confirmarse, se volveria
a enviar otro correo automaticamente hasta asegurar su
lectura. Permite un mejor manejo de la informacion pudiendo
adelantar la cita al paciente si fuera necesario.

Es importante comunicar dicho valor con rapidez, pero
también verificar si ese resultado es real. Una de nuestras
labores dentro de la fase postanalitica es comprobar si un
valor analitico anormal, tanto si se trata de un valor critico
como si no, es resultado de interferencias analiticas (indices
elevados de hemodlisis, ictericia o lipemia), contaminacion
con constituyentes de otros tubos (presencia de EDTA en
tubo de heparina de litio o de gel separador), interferencias
debidas a la toma de farmacos, a un procedimiento de
extraccién de sangre incorrecto que hace que la muestra
contenga fluidos parenterales que esté recibiendo el paciente
como suero glucosado o suero salino.

Resulta de vital importancia valorar estas posibilidades antes
de informar un valor critico como tal y, en caso de sospecha,
comunicarla al servicio peticionario y recomendar la
repeticion de la extraccion. Por otro lado, un resultado
anormalmente bajo puede hacernos sospechar de un error
analitico de pipeteo por bajo volumen de muestra o por error
en la aspiracion, y en este caso existe la posibilidad de repetir
la determinacion antes de su comunicacion.

INDICES SERICOS: hemdlisis, lipemia e ictericia

Los indices séricos son un dato semicuantitativo del grado
de hemdlisis, ictericia y lipemia de la muestra que se obtiene
a través de la medicion de la absorbancia a diferentes
longitudes de onda. Los indices de hemodlisis e ictericia se
corresponden con la concentraciéon de hemoglobina y
bilirrubina, respectivamente. El indice de lipemia se
correlaciona con la turbidez de la muestra y hace referencia
a la presencia de elevadas cantidades de lipoproteinas ricas
en triglicéridos. Son indicadores de la calidad de la muestra
y Utiles en la determinacion de ciertos parametros que se ven
afectados por dichas interferencias.

Centrandonos en la fase postanalitica y el informe, en
nuestro laboratorio disponemos de comentarios codificados
para informar de la posible interferencia (RIH, RIL: “Riesgo
de interferencia por hemdlisis/lipemia”) y la anulacién de
ciertos parametros en funcién de los resultados de los indices
séricos. Esto se realiza de forma totalmente automatizada en
base a una “tabla de interferencias”, donde indicamos los
puntos de corte de indices séricos que aplican la adicion de
un comentario o la eliminacion del resultado a las mas de 90
pruebas que conforman la bioquimica automatizada y de
urgencias.

Un indice de hemdlisis elevado puede ser debido a una
hemodlisis in vivo (3% de las muestras, debido a patologias
como anemias hemoliticas) o in vitro, consecuencia de una
extraccibn o procesamiento preanalitico de la muestra
incorrecto, que es lo mas habitual. Sin embargo, los indices
de ictericia y lipemia estan asociados a la clinica y a las
caracteristicas del paciente. Por eso, para completar el
informe y obtener mayor rentabilidad diagnéstica a la
muestra, cuando los indices de lipemia e ictericia son
elevados, se amplian pruebas de manera automatica. El
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objetivo de dichas ampliaciones es  detectar
hiperbilirrubinemias e hipertrigliceridemias ocultas: colesterol
y triglicéridos en caso de obtener un indice de lipemia
elevado, y bilirrubina total en caso de indice de ictericia
elevado. Tenemos establecidas las siguientes normas:

e Sila prueba “indice de ictericia” tiene un resultado
25, el paciente tiene mas de 1 mes de vida (para
evitar consumir volumen de muestras que suelen
ser escasas o insuficientes), si no tiene ya solicitada
la determinacion de bilirrubina y ademés no hay un
indice de ictericia >5 enlos ultimos 7 dias, se amplia
la prueba “Bilirrubina” y “Ampliacion Ictericia”, junto
con el comentario “Parametro ampliado desde el
laboratorio debido al color de la muestra”.

e Sila prueba “indice de lipemia” tiene un resultado
2100, el paciente tiene méas de 1 mes de vida (para
evitar consumir volumen de muestras que suelen
ser escasas o insuficientes), si no tiene ya solicitada
la determinacion de triglicéridos y ademas no hay
un indice de lipemia >100 en los ultimos 7 dias, se
amplia la prueba “Colesterol”, “Triglicéridos” vy
“Ampliacién Lipemia”, junto con el comentario
“Parametro ampliado desde el laboratorio debido a
la turbidez de la muestra”.

Hasta hace no mucho tiempo, los valores numéricos
obtenidos en los indices séricos si aparecian en nuestros
informes de resultados. Sin embargo, se decidi6 no
mostrarlos como tal, aunque si implementar los comentarios
automaticos ya mencionados anteriormente a ciertas
determinaciones (RIH, RIL).

En la mayoria de los hospitales espafioles, los indices no se
muestran en el informe de laboratorio aunque si se validan y
se tienen en cuenta para anular o afiadir un comentario de
“posible interferencia” (Ver Tabla 3). En algunos, como en el
Hospital Universitario de Navarra o en el Hospital
Universitario Puerta del Mar, se muestras los resultados
obtenidos en los tres indices séricos, mientras que en el
Hospital General Universitario de Alicante solo se muestra el
indice de hemdlisis (datos obtenidos mediante una encuesta
a profesionales de estos laboratorios a fecha de enero de
2023).

indice de indice indice
Hospital hemdlisis . de_ _ de_e _
ipemia___ictericia
H.G.U. de Alicante
(Alicante)
H.U. de Bellvitge
(Barcelona) x
H.U. Matua

Terrassa X

(Barcelona)
H.U. Vall d'Hebron
(Barcelona) x

H.U. Puerta del Mar

X X XX
X XXX

(Céadiz)
H.U. de Gerona
(Gerona) x x X
H.R.U. de Malaga
(Malaga) x x x
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H.U. 12 de Octubre
(Madrid)
H.U. La Paz
(Madrid)

H.U. Fundacién
Alcorcén (Madrid)
H.U. Gregorio
Marafién (Madrid)
H.C.U. Virgen de la
Arrixaca (Murcia)
C.U. de Navarra
(Navarra)
H.U. de Navarra
(Navarra)
H.U. Marqués de

Valdecilla X X X

(Santander)

H.U. de la Ribera
(Valencia) x x x

X| X[ X|X|X|X
X| X[ X|X|X|X
XX X|X| XX

Tabla 3. indices séricos visibles en el informe de laboratorio
segun diferentes hospitales espafioles a fecha de enero de
2023. Elaboracion propia.

ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS Y AMPLIACION DE
PRUEBAS

En el apartado anterior se han nombrado ejemplos de
pruebas que se amplian automaticamente cuando los indices
de lipemia o ictericia son elevados. Sin embargo, es muy
comin la ampliacion manual de pruebas en peticiones
recientes solicitada por los clinicos posteriormente a la
realizacién de la peticion inicial, ya sea para guiar, confirmar
0 descartar un diagndstico o para verificar la eficacia de un
tratamiento.

Tenemos establecidos tres niveles de decision en funcion de
qué pruebas pueden ampliar los diferentes profesionales
sanitarios (nivel técnico, nivel facultativo de guardias o
seccion de preanalitica y nivel facultativo de &reas
especializadas) y 2 niveles de prioridad (urgente y normal).
Antes de realizar una ampliacién, es importante tener en
cuenta ciertos aspectos: el tipo de tubo del que se dispone
en la peticién original, si hay volumen suficiente para esa
nueva determinacién, si el modo de conservacion de la
muestra permite ese analisis y si el tiempo transcurrido desde
la toma de la muestra no supera la estabilidad 6ptima.

El personal encargado de hacer ampliaciones debe disponer
para su consulta de un listado de pruebas en el que poder
verificar que el tiempo de estabilidad de las muestras no
supera el maximo recomendado para la determinacioén de los
parametros solicitados para ampliar y que se dispone del tipo
de tubo necesario para dichas determinaciones. En caso de
superar el tiempo de estabilidad recomendado, lo mas
adecuado seria realizar una nueva peticion, aunque se
podria valorar analizar algunos parametros afiadiendo en el
informe un comentario que alerte de que las condiciones del
andlisis no han sido las 6ptimas. Esta decision deberia
tomarse en base al tiempo transcurrido, la situacién clinica
del paciente y la dificultad de realizar una nueva extraccion.


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=219f817cc28b844fJmltdHM9MTY3MzY1NDQwMCZpZ3VpZD0yOGVhZjM4Zi01YjNlLTY4MzgtMDY3Zi1mYzgyNWE4OTY5NWQmaW5zaWQ9NTE5NA&ptn=3&hsh=3&fclid=28eaf38f-5b3e-6838-067f-fc825a89695d&psq=hospital+de+Bellvige&u=a1aHR0cHM6Ly9iZWxsdml0Z2Vob3NwaXRhbC5jYXQvZXM&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=1d84f60b0cb8eb89JmltdHM9MTY3MzY1NDQwMCZpZ3VpZD0yOGVhZjM4Zi01YjNlLTY4MzgtMDY3Zi1mYzgyNWE4OTY5NWQmaW5zaWQ9NTE5NA&ptn=3&hsh=3&fclid=28eaf38f-5b3e-6838-067f-fc825a89695d&psq=hospital+vall+d%27hebron&u=a1aHR0cHM6Ly9ob3NwaXRhbC52YWxsaGVicm9uLmNvbS9lcw&ntb=1
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BIOBANCOS

El curso habitual de una muestra después de haber
analizado todos los parametros solicitados es ser
almacenada y posteriormente desechada como residuo
biolégico. Sin embargo, no todas las muestras siguen el
mismo camino, y por ello este Ultimo apartado esta dedicado
a los biobancos.

Un biobanco es un establecimiento que recoge muestras
biolégicas asociadas a informaciéon clinica que son
obtenidas, procesadas, almacenadas y gestionadas, sin
animo de lucro, para ponerlas al servicio de la sociedad con
el objetivo de promover la investigacion biomédica. Por lo
tanto, no es Unicamente un depdsito de muestras, sino que
pretende recolectar muestras de calidad para ponerlas a
disposicién de la comunidad cientifica.

Las tres principales normas que rigen el funcionamiento de
los biobancos son las siguientes: Ley Orgéanica 15/1999 de
Proteccién de Datos de Caracter Personal (LOPD), que
otorga el méaximo nivel de proteccion a los datos de salud;
Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica (LIB), que regulo
por primera vez la figura de los biobancos y donde se define
gue la muestra deja de ser una mera porcion biologica del
paciente/donante para considerarse un continente de
informacién de caracter personal; y el Real Decreto
1716/2011, por el cual se establecen los requisitos
necesarios para la autorizaciéon y funcionamiento de los
biobancos con fines de investigacion biomédica y para el
tratamiento de muestras biol6gicas de origen humano,
ademés de regular el funcionamiento y organizacion del
Registro Nacional de Biobancos para investigacion
biomédica.

Para su funcionamiento, un biobanco debe ser autorizado
por la autoridad autondmica competente (Consejeria de
Salud) y posteriormente registrado en el Registro Nacional
de Biobancos del Instituto de Salud Carlos Ill. Por lo tanto,
un biobanco se puede definir dentro de 4 dimensiones:
técnica, que garantiza un compromiso de calidad y eficiencia;
cientifica, que promueve que los biobancos deban
evolucionar y adaptarse a los nuevos requerimientos de la
investigacion cientifica; ético-legal, cumpliendo
estrictamente las normativas que garantizan su buen
funcionamiento; y social, ya que es la sociedad la que, en
tltimo término, se beneficia de los avances en biomedicina.

Tipos de colecciones:

e Colecciones privadas. Hay un Unico titular que
procesa e investiga con las muestras, sin
posibilidad de cesiébn de muestras o datos a
terceros.

e Colecciones de proyecto. Se trata de muestras
destinadas a un proyecto de investigacion concreto,
no pudiendo emplearse para otros proyectos ni
cederse a terceros sin un nuevo consentimiento
informado firmado por el donante.

e Colecciones de linea de investigacion. Son
similares a las colecciones de proyecto, pero en un
concepto mas amplio. Se trata de muestras que
pueden ser destinadas a diversos proyectos de una
tematica comun, claramente recogida en el

consentimiento informado, pudiendo ser cedidas a
terceros especificando su identidad en el mismo y
siempre y cuando se siga la misma linea de
investigacion.

e Biobancos. Es el concepto mas amplio, y asi se
recoge en el consentimiento informado. Se trata de
una coleccion de muestras destinadas a favorecer
la investigacion biomédica, teniendo que superar la
supervision de un Comité de Etica y un Comité
Cientifico externos al biobanco.

Por otro lado, podemos distinguir tres estructuras
organizativas:

e Biobanco, como institucién Unica con Unica sede y
titular. Es la forma mas habitual de biobanco.

e Biobanco en red. Instituciéon Unica con un dnico
titular pero con una estructura descentralizada,
trabajando en sedes fisicamente separadas con un
responsable por centro aunque bajo la misma
direccion.

e Red de biobancos. Se trata de biobancos como
instituciones independientes que coordinan sus
acciones y toman decisiones de forma conjunta.

CONCLUSION

La importancia de la fase postanalitica en el proceso global
de laboratorio radica en su objetivo final: la obtencion,
revision, validacion y emision de resultados. Uno de los
aspectos mas importantes de esta etapa es la elaboracion
del informe de laboratorio, que cumple requisitos acerca de
la informacion que debe estar recogida en el mismo. Antes
de emitir unos resultados como definitivos, estos deben ser
revisados por el personal facultativo teniendo en cuenta las
posibles interferencias, alarmas programadas en el SIL y
comunicando valores criticos como se encuentra establecido
en los protocolos. El paso final de esta fase, como cabe
esperar, es el almacenamiento, custodia, posible ampliacion
de pruebas y posterior desecho de la muestra. Sin embargo,
las muestras biolégicas también pueden formar parte de
biobancos y asi seguir colaborando con la sociedad en la
generacion de nuevos avances biomédicos.
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INTRODUCCION

El hueso es un drgano vivo que va sufriendo
transformaciones constantes a lo largo de la vida, lo que lo
convierte en un tejido dindmico. Se caracteriza por presentar
gran rigidez, dureza y capacidad de reparacion y
regeneracion. Es un drgano altamente especializado
compuesto por una matriz organica mineralizada donde que
se incluyen diferentes tipos de células.

El mayor constituyente del mineral 6seo es la hidroxiapatita,
localizada en forma de cristales dentro y entre las fibrillas de
colageno que forman la matriz organica. También hay otros
minerales en menor proporcién: calcio, fésforo, sodio,
magnesio. El colageno tipo | constituye aproximadamente el
98% de la matriz organica y el 2% restante son proteinas no
colagénicas, entre las que se encuentran proteoglicanos,
glicoproteinas, osteocalcina y osteonectina. Las fibras
colagenas proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension
mientras que las sales minerales confieren dureza, rigidez
y resistencia a la compresion. Ademds, en el hueso
también se incluyen células especializadas en el remodelado
y el soporte: osteoblastos, osteoclastos y osteocitos.

En los ultimos afios cada vez esta cobrando mayor interés el
estudio del metabolismo 6seo, debido a la alta incidencia de
la osteoporosis junto con una de las complicaciones mas
importantes que conlleva que son las fracturas.

El estudio de determinados marcadores bioquimicos ha
permitido un mayor conocimiento para su aplicacion en la
practica clinica. Son de utilidad en la valoracion del recambio
0seo o en la monitorizacion de los tratamientos. También hay
otros estudios que determinan su aplicabilidad en la
prediccion de la tasa de pérdida Osea, en la prediccién del
riesgo de fractura o incluso en la detecciéon precoz de la
patologia metastasica.

REMODELADO OSEO

El hueso es una estructura metabdlicamente activa que se
encuentra sometida a un proceso continuo de formacién y
resorcion que es lo que se conoce como remodelado 6seo.
Este proceso tiene lugar de forma sincronizada en las
denominadas unidades de remodelado. Es un proceso que
se produce durante toda la vida del individuo y que esta
regulado por factores mecanicos, genéticos y hormonales. El
recambio 6seo es el volumen total del hueso que es
renovado por unidad de tiempo mediante el proceso de
remodelado 6seo, siendo un 20% del esqueleto reemplazado
por este proceso cada afio.

El remodelado éseo tiene como objetivo reemplazar el tejido
6seo envejecido por tejido nuevo, manteniendo la integridad
del esqueleto o el balance 6seo. Silos procesos de formacion
y resorcién estdn completamente coordinados el balance es
cero o0 neutro y la masa Gsea total no variara. Por el contrario,
si la formacion y la resorcion no son iguales el balance 6seo
no serd neutro y la masa 6sea se modificard en sentido
positivo (formacién) o negativo (destruccién).

El ciclo del remodelado éseo sigue la siguiente secuencia de
cinco fases, que en total dura unos cuatro o cinco meses,
aunque es necesario algo mas de tiempo hasta que se
alcanza la madurez completa (Figura 1).

1. Reposo o quiescencia. Parte de un estado en la que la
superficie 6sea se encuentra inactiva, cubierta por una
capa de células de revestimiento. Por debajo de la capa
celular estd la membrana enddstica, compuesta por
tejido conectivo no mineralizado.

2. Activacion. Comienza la digestion de la membrana
enddstica a partir de la accion de la colagenasa
segregada por las células de revestimiento.
Posteriormente estas células se retraen, con lo que la
superficie mineralizada queda expuesta. Esto atrae a un
grupo de células, que se diferencian en osteoclastos y
proliferan.

3. Resorcién: los osteoclastos reabsorben el hueso en dos
fases, por un lado, disuelven el mineral tras producir un
microambiente acidico bajo su superficie y, por otro lado,
degradan la matriz de colageno mediante liberacion de
enzimas (metaloproteinasas y catepsinas K, By L). Se
genera la denominada bahia o laguna de resorcion.
Cuando se completa el proceso, los osteoclastos
mueren por apoptosis. Este proceso transcurre en unas
4-6 semanas.

4. Fase de inversion o reversa: en la bahia de resorcion se
forma una linea de cemento donde se depositan células
mononucleares (fagocitos) y proosteoblastos, atraidos
por factores de crecimiento.

5. Fase de formacién: Los osteoblastos acoplados en la
linea de cemento sintetizan de forma gradual la nueva
matriz orgéanica colagénica, que se denomina osteoide.
A los pocos dias comienza a mineralizarse la matriz
mediante la precipitacion de fosfato célcico, que luego
cristaliza en forma de hidroxiapatita. Una vez
mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan
atrapados dentro, transformandose en osteocitos. La
fase de formacién puede durar de 3 a 5 meses.
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Figura 1. Fases del remodelado 6seo. Adaptado de Bueno Vargas MP, 2017.

6. Fase de reposo o quiescencia: en la Ultima etapa, la
superficie 6sea se vuelve a cubrir por una delgada capa
de hueso no mineralizado y de células de revestimiento.

El remodelado permite que el hueso responda a medio y
largo plazo a los cambios de las necesidades mecanicas y
metabdlicas del organismo. Tiene un papel tanto en la
reparacion del tejido 6seo, como en la regulacion del
metabolismo fosfo-célcico, ademas actia como sistema
tampon para mantener el equilibrio &cido-base y es capaz de
absorber toxinas y metales pesados, minimizando sus
efectos adversos en otros tejidos.

Como se ha comentado anteriormente, los procesos de
formacion y resorcion estan estrechamente acoplados,
siendo en condiciones normales el balance cero. El impacto
sobre el hueso esta determinado por el indice de remodelado
06seo, que depende del nimero total de unidades de
remodelado activo (aproximadamente 1 millén) y por el
balance del remodelado, que a su vez depende de la
cantidad relativa de hueso formado y reabsorbido en cada
unidad. Un desequilibrio en este balance puede ocurrir por
un aumento de la resorcién 6sea, lo cual es mas dafino al
haber perforacion de las trabéculas y su pérdida, o puede
deberse a una disminucién de la formacion ésea derivada del
adelgazamiento trabecular.

PATOLOGIA RELACIONADA CON EL METABOLISMO
OSEO

El término de enfermedad metabdlica 6sea fue introducido
en 1984 por Albright y Reifenstein, para hacer referencia a
aquellas enfermedades del esqueleto asociadas a factores
principalmente metabdlicos.

Incluye entre otros procesos, los relacionados con
alteraciones tanto de la mineralizacion 6sea como del
remodelado 6seo. El resultado final es una alteracion de la
microarquitectura 6sea viéndose afectada la resistencia del
tejido 6seo.

Entre las alteraciones de la mineralizacion Osea se
encuentran enfermedades como osteomalacia, raquitismo y
osteogénesis imperfecta.

Dentro de las alteraciones del remodelado 6seo, la mas
frecuente es la osteoporosis. Otras patologias menos
frecuentes incluyen la enfermedad ésea de Paget, que cursa
con un marcado aumento del remodelado 6seo en zonas
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localizadas, y también diversas enfermedades endocrinas
con afeccion d&sea: hiperparatiroidismo, hipertiroidismo,
hipogonadismo o enfermedad de Cushing.

e Osteoporosis:

La osteoporosis es el trastorno 6seo metabdlico mas comun,
caracterizado por el deterioro estructural del tejido 6seo, que
conlleva un alto riesgo de fractura. En Espafia la padecen 3
millones de personas, predominantemente mujeres. Afecta
aproximadamente a un 30% de mujeres después de la
menopausia, a 1 de cada 8 hombres mayores de 50 afios y
a la mayoria de las personas ancianas independientemente
del sexo. Esta previsto que incremente el nUmero de casos
con el aumento de la esperanza de vida.

Fisiolégicamente se produce un pico de masa 0sea alrededor
de los 30 afios, y a partir de ahi se va generando una pérdida
progresiva. Por tanto, la osteoporosis se desarrolla con la
edad y que puede aumentar considerablemente tras la
presencia de la menopausia (osteoporosis primaria). El
déficit estrogénico en la menopausia, resulta en un
incremento generalizado de las unidades de remodelado
Oseo y en un desequilibrio entre formacion y resorcién. Esto
lleva a una disminucién de la masa 6sea que va acompafiada
de cambios perjudiciales e irreversibles en la
microarquitectura trabecular y cortical del hueso. Ademas, la
osteoporosis puede estar relacionada con distintas
enfermedades y tratamientos (osteoporosis secundaria) e
influenciada por factores ambientales o genéticos.

La osteoporosis se trata de una enfermedad crénica y
progresiva, silenciosa durante un periodo de tiempo, pero
puede hacerse visible como una fractura, cuando ya la
enfermedad puede estar muy avanzada. Las fracturas mas
comunes son las de cadera, columna vertebral, antebrazo
distal y humero proximal. Esto conlleva un aumento de la
morbilidad y una mortalidad 4 veces mayor en la tercera
edad.

Hay descritos factores de riesgo que contribuyen
significativamente a la fractura 6sea, como son la edad, sexo,
bajo indice de masa corporal, una fractura previa, o
antecedentes familiares de fractura de cadera. Entre los
factores ambientales que pueden influir encontramos el
tratamiento con glucocorticoides, el tabaquismo o el
consumo alcohol. Entre las enfermedades relacionadas con
la osteoporosis encontramos la diabetes tipo 1, la
osteogénesis imperfecta, el hipertiroidismo no tratado, los



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

hipogonadismos, la menopausia precoz, la malnutricion o
malabsorcién crénica o las hepatopatias).

La definicion diagnéstica de osteoporosis de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se establece a partir del estudio
de la densitometria mineral 6sea (DMO) utilizando
absorciometria dual de rayos X (DEXA) en el cuello del fémur
o la columna vertebral. EI denominado “T-score” es el que
define el diagndstico, siendo el nimero de desviaciones
estandar en relacion a la media de referencia. La media de
referencia serian las mujeres adultas jovenes, de entre 20 y
29 afios, aplicandose los mismos valores absolutos en
hombres. Asi la osteoporosis queda definida como un valor
2,5 desviaciones estandar o mas por debajo de la media de
referencia

Una vez diagnosticado, el tratamiento aplicado debe
ajustarse a las necesidades médicas y al estilo de vida de
cada paciente. Los tratamientos disponibles se dividen en:

- Antiresortivos o anticatabdlicos:

1. Bisfosfonatos orales (alendronato, risedronato,
ibandronato) se utilizan como tratamientos iniciales en la
mayoria de los casos. Se deben revisar después de 3-5
afos.

2. Bisfosfonatos intravenosos (&cido zolenddrico) o
denosumab en mujeres intolerantes a los orales o en
aquellas en las que estén contraindicados.

3. Raloxifeno o terapia hormonal sustitutiva como otras
alternativas.

- Anabodlicos:
1. Analogos de la hormona paratiroidea (PTH).

2. Teriparatida, que es preferentemente recomendada en
pacientes con alto riesgo de fractura.

MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO

Histéricamente el estudio de la masa 6sea y del remodelado
0seo se realizaba mediante andlisis histomorfométrico en
biopsias 6seas de hueso no descalcificado, pero al ser una
técnica invasiva, compleja y que no permitia un andlisis
seriado se dejo de realizar. Otra técnica para el analisis del
remodelado de forma directa es el estudio de la cinética
célcica, pero es una técnica compleja, con variabilidad entre
los modelos utilizados y no disponibles para hacer
determinaciones seriadas.

En la Gltima década se han desarrollado varios métodos para
el diagndstico y seguimiento de la osteoporosis, con técnicas
que determinan el contenido mineral del hueso. Es lo que se
denomina estudio de la DMO y la mayoria incluye métodos
radiologicos:

- DEXA: es el gold standard en el diagndstico de
osteoporosis.

- Tomografia computarizada cuantitativa.

La cuantificacion de la masa O6sea permite determinar la
densidad mineral 6sea. Esta determinacién presenta una
serie de limitaciones: 1) no indica la actividad del tejido 6seo
por lo que no predice cual sera la evolucion de la masa ésea,
2) presenta errores de precision en determinaciones

realizadas en periodos inferiores a un afio, 3) los datos
obtenidos a partir de diferentes técnicas son variables lo que
no permite su comparacion y 4) tiene un elevado coste y no
esta disponible en todos los centros.

Estas limitaciones han conducido al desarrollo de otras
técnicas que permiten valorar de forma indirecta el
metabolismo 6seo a través del uso de marcadores
bioguimicos del remodelado 6seo en liquidos bioldgicos.

Los marcadores bioquimicos son enzimas u otras proteinas
secretadas por los osteoblastos y osteoclastos o bien
sustancias producidas durante la formaciéon o degradacion
del colageno tipo |. Estos marcadores reflejan la actividad
metabdlica del tejido 6seo en un momento concreto debido a
gue son liberadas al torrente sanguineo durante los procesos
de formacion o resorcion. Pueden ser determinadas en
sangre u orina 'y son utiles en la evaluacién de los trastornos
metabolicos 6seos.

Se pueden clasificar en aquellos que miden la actividad
osteoblastica, que se denominan de formacion, o los que
derivan del nimero o actividad de los osteoclastos, que se
definen como de resorcion:

Marcadores de
resorcion

Marcadores de
formacioén

Fosfatasa acida-tartrato
resistente (TRAP)

Telopéptido C-terminal

Fosfatasa alcalina del colageno tipo |
total (FA) (ICTP)

Fosfatasa alcalina B-CrossLaps

6sea (FAO) Telopéptido N-Terminal
Osteocalcina del colageno tipo |
Suero (NTX)

Péptido C-terminal
del procolageno tipo
| (P1CP)

Péptido N-terminal
del procolageno
tipo | (P1NP)

Sialoproteina
Catepsina K
RANKL
Osteoprogesterina

Dickkopf-related protein
1

Esclerostina

Excrecion urinaria de
calcio

Hidroxiprolina
Piridinolina
Deoxipiridinolina

Orina Telopéptido C-terminal
del colageno tipo |
(ICTP)

a-CrossLaps

Telopéptido N-Terminal
del colageno tipo |
(NTX)

Tabla 1. Marcadores bioquimicos de remodelado 6seo de
formacion y resorcion medibles en suero y orina. Adaptado
de Romero Barco CM, 2012.
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Desde un punto de vista teérico, el marcador ideal seria
aquel que reuniera las siguientes caracteristicas:

- Especifico del tejido 6seo.
- No se modifique tras su paso por la circulacion.

- Refleje especificamente los procesos de formacién y
resorcién 6sea por separado y permita diferenciar cada
una de las fases del remodelado.

- Discrimine sujetos sanos de los que tienen alteraciones
del metabolismo éseo.

Sin embargo, pese a que el marcador ideal no existe las
ventajas que presenta su utilizacion son:

- Facilidad en la obtencion de la muestra, siendo los
especimenes de eleccion la sangre o la orina.

- Posibilidad de un control seriado y breve en el tiempo.

- Determinacion de la actividad metabdlica del hueso,
permiten medir la actividad funcional, frente a la medida
estéatica de la DMO.

- Observacion de los cambios tras tratamiento de forma
rapida.

- Son técnicas no muy caras.

A su vez presentan bastantes limitaciones:

- No son totalmente especificos.

e Presentan variaciones analiticas y preanaliticas,
derivando en una baja aplicacion en la préactica
clinica

La importancia de los marcadores radica en que podrian
complementar a la densitometria en el manejo de la
osteoporosis o de otras enfermedades con afectacion ésea.

A continuaciéon se van a detallar los marcadores que se
determinan en nuestro hospital, relacionados con:

- Actividad celular de osteoblastos y osteoclastos
(fosfatasa alcalina 6sea).

- Otras proteinas no colagénicas (Osteocalcina).
- Colageno tipo | (B-CrossLaps, PINP).
e Fosfatasa alcalina 6sea (FAO):

La FAO es una isoenzima que corresponde al 40% de la
fosfatasa alcalina total.

Es una glicoproteina tetramérica que se localiza en la
membrana celular del osteoblasto, siendo un indicador de la
actividad metabdlica de estas células. Circula en suero como
un dimero soluble de alto peso molecular (86000 Da). La
funcién de la enzima es liberar fosfato inorganico a partir de
ésteres fosféricos, lo que es necesario para la
mineralizacion, por lo que su déficit se asocia con una
alteracion de la mineralizacion dsea.

La determinacion de esta enzima se utiliza en:

- Estudio del remodelado 6seo en osteoporosis y
vigilancia de la respuesta al tratamiento antirreabsortivo
en estos pacientes.

- Marcador de eleccion para estudio del remodelado 6seo
en pacientes con insuficiencia renal, ya que no se
elimina por el rifién debido a su elevado peso molecular.
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- Valoracién de la actividad metabdlica 6sea en las formas
monostéticas de la enfermedad de Paget (afectacion de
un solo hueso), osteomalacia, raquitismo,
hiperparatoridismo, hipertiroidismo y osteodistrofia
renal.

- Patologia tumoral. Un aumento de su concentracion se
correlaciona con metastasis osteoblasticas. Es (til para
el diagnostico y seguimiento de metastasis 0seas en
cancer de préstata. Valores significativos de metastasis
son >30 ng/mL. Por encima de este valor, la correlacion
con gammagrafias éseas positivas es superior al 90%.*

Aunque presenta baja sensibilidad y especificidad es un
marcador Util en el estudio de la enfermedad metabdlica 6sea
debido a queno presenta variacidon entre sexos, ni esta
influida por el ritmo circadiano.

e Osteocalcina (OC):

Proteina no colagena mas abundante de la matriz
extracelular, es especifica del hueso y de la dentina. Su
funcion es la de fijadora del calcio.

Es sintetizada por el osteoblasto como proosteocalcina,
estimulada por la vitamina D3. Posteriormente esta molécula
precursora se carboxila con acido glutamico, para lo que es
esencial la presencia de vitamina K. De este modo la
osteocalcina  presenta tres grupos de  &cido
gammacarboxiglutdmicos, que son necesarios para su
incorporacion a la matriz 6sea ya que es la regiéon proteica
donde se une al calcio.

La concentracion sérica esta relacionada con la tasa de
recambio 0seo, debido a que una vez liberada de los
osteoblastos se incorpora a la matriz 6sea y se secreta al
flujo sanguineo. En sangre se encuentra tanto el fragmento
intacto mas inestable, conocido como osteocalcina intacta
(aminoacidos 1-49), como el fragmento resultante
denominado N-MID (aminoacidos 1-43) mucho mas estable.

Su medicion se utiliza para el seguimiento de tratamientos
con agentes antirresortivos (bifosfonatos u hormonoterapia
sustitutiva) principalmente en pacientes con osteoporosis,
pero también en enfermedades como el hiperparatiroidismo
primario y secundario.

La osteocalcina sérica presenta ritmo circadiano, con un pico
alas4a.m.yunvalle alas 5 p.m. Tiene una vida media corta
de unos 5 minutos, y es aclarada rapidamente por los
rifones. En los pacientes con insuficiencia renal, los valores
de osteocalcina pueden ser elevados tanto directamente,
debido a trastornos en el aclaramiento como indirectamente,
debido a una osteodistrofia renal. También depende de la
influencia de la vitamina K.

e pB—CrossLaps (B-CTx):

Son los denominados fragmentos telopéptidos isomerizados
B C (carboxi)-terminales reticulados (B-CTx) producidos por
los osteoclastos al hidrolizar el colageno tipo I, mediado por
la actividad de la enzima catepsina K.

Un elevado porcentaje (70%) de las moléculas de colageno
de tipo | se encuentran en la forma isomerizada beta (B-CTX
0 B-CrossLaps). El resto se encuentra de forma natural no
isomerizada alfa (a-CTX). Durante el metabolismo 6seo
normal, el colageno maduro tipo | se va degradando
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desprendiendo estos pequefios fragmentos a la circulacion
sanguinea. En caso de que aumente la resorcion por causas
fisiolégicas como el envejecimiento, o causas patolégicas
como la osteoporosis, también va a aumentar la degradacién
del colageno, con el consecuente aumento de los fragmentos
en sangre. La presencia de la forma no isomerizada (a-CTX)
es indicativa de la resorcion de hueso joven de sintesis
reciente mientras que la presencia de B-CTx indica que se
esté produciendo la resorcion de hueso viejo.

El International Osteoporosis Foundation (IOF) y la
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) Bone Marker Standards ha seleccionado el
B-CTx como marcador de eleccién para resorcion ésea, ya
que ha sido evaluado para la prediccion de fracturas y el
seguimiento de tratamientos contra la osteoporosis. Ademas,
el analito est& bien caracterizado y permite el desarrollo de
un estandar de referencia claramente definido

Hay que tener en cuenta que presenta ritmo circadiano, con
un pico en la segunda mitad de la noche y valle por la tarde.
Ademas, con trastornos renales el valor puede estar
incrementado debido a una menor eliminacion.

e Propéptido aminoterminal del procoladgeno tipo
| (PINP):

El colageno es el principal componente de la matriz dsea. Su
precursor, el procolageno es secretado por los osteoblastos
durante la formacién ésea. El procolageno presenta un
extremo amino y otro carboxiterminal. Estos extremos
(propéptidos) sufren una degradacion enzimatica durante la
formacion de la matriz dsea, liberando el colageno y
apareciendo en circulacion.

El P1INP es una proteina fosforilada con una region helicoidal
en el centro y con alto peso molecular (35000Da). Debido al
tamafo, forma y carga eléctrica no puede ser eliminado por
orina. Se elimina entre un 20-30% por via renal, y el 70—-80%
restante por via hepatica.

Se librera como estructura trimérica, de la estructura
trimérica del colageno, pero rapidamente adquiere estructura
monomérica debido a los efectos térmicos de la degradacion.

Como los fragmento de P1NP se liberan durante el proceso
de formacién de las fibras de colageno y su incorporacion a
la matriz 6sea, es un buen marcador de formacién 6ésea.
Demuestra gran eficiencia diagnéstica en procesos
metabdlicos que cursan con aumento del remodelado 6seo:

- Tras menopausia quirargica, es el marcador de
formacion 6sea que presenta mayor sensibilidad
diagndstica (superando FAO y osteocalcina).

- Enfermedad de Paget, donde también hay correlacion
con los indices de extension y actividad de la
enfermedad.

- Metéstasis 6seas en cancer de mama o ginecolégicos.

El grupo de trabajo IOF-IFF Bone Marker Standards lo ha
seleccionado como buen marcador de recambio 6seo, ya
gue ha sido evaluado para prediccion de fracturas y
seguimiento del tratamiento de la osteoporosis.

En los pacientes con insuficiencia renal, las concentraciones
séricas pueden permanecer significativamente elevadas.

Hay variaciones circadianas o estacionales minimas
(aproximadamente un 6 %).
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Figura 2. Disminucion en los resultados de los
marcadores bioquimicos tras tratamiento con terapia
antirresortiva (alendronato). Se observa primero una
disminucion del marcador de resorcion (NTX) y
posteriormente del de formacion 6sea (P1NP). Adaptado
de Vasikaran S., 2011

UTILIDAD DE MARCADORES BIOQUIMICOS DE
REMODELADO OSEO

La principal utilidad de los marcadores 6seos es el estudio
de la osteoporosis, principalmente para evaluar la
adherencia y respuesta al tratamiento asi como para predecir
el riesgo de fractura. Ademas, estos marcadores presentan
otras utilidades que estan siendo estudiadas mediante
diversos ensayos y que aun no tienen aplicacion en la
practica clinica.

El IOF-IFF Bone Marker Standards, recomiendan la
utilizacion de un marcador de resorcion (B-CTx) y uno de
formacion (P1NP) para ser utilizados como marcadores de
referencia, en la valoracion del riesgo de fractura y la
monitorizacion del tratamiento.

e Control de la eficacia terapéutica y prediccion
respuesta al tratamiento:

Los marcadores 6seos aportan informacién farmacodinamica
de la respuesta al tratamiento de la osteoporosis ayudando
en la optimizacion de la terapia.

- Control de la eficacia terapéutica:

Actualmente representa el uso clinico mejor establecido.
Permite evaluar el cumplimiento de la medicacién por parte
del paciente en enfermedades cronicas y asintomaticas
como la osteoporosis, donde el cumplimiento de la pauta
puede suponer una dificultad importante y es esencial para
evitar fracturas en un futuro.

Este cumplimiento es especialmente dificil en el caso de los
bisfosfonatos orales, que deben tomarse siguiendo una
dosificaciéon estricta. La introduccién de férmulas orales
semanales o mensuales ha mejorado ligeramente la
adherencia al tratamiento.

Para poder evaluar el tratamiento, se debe hacer una
determinacién antes de comenzarlo. Posteriormente, la
evaluacion de la respuesta y su magnitud difieren segun el
tratamiento y el marcador escogido. La naturaleza de la
respuesta es determinada por el mecanismo de accion del
farmaco y va ser diferente segun se utilice una terapia
antirresortiva o una anabdlica.

En relacién a la terapia antirresortiva, se ha demostrado que
se produce un descenso significativo tanto de los
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marcadores de resorcion (4-6 semanas), seguido de los de
formacion (2-3 meses) (Figura 2).

Un cambio significativo supone una reduccién de los
marcadores de resorcién en un 40-70% con un antirresortivo
potente (bifosfonatos) y en un 30-40% con anticatabdlicos
menos enérgicos (reloxifeno).

En la mayoria de los casos se alcanza un valor valle a los 2-
3 meses de comenzar el tratamiento y se mantiene constante
mientras el paciente continda con el mismo. Si no se produce
una reduccion en la concentracion de los marcadores 6seos
podria indicar una mala adhesion al tratamiento por parte del
paciente, bien por interrupcién del tratamiento, por
incumplimiento del régimen de dosificacion, o por una
administracion inadecuada del farmaco.

Por otro lado, con tratamiento osteoformador o anabdlico se
induce inicialmente un rapido incremento de los marcadores
de formacion, seguido de un posterior aumento de los de
resorcion (Figura 3).

Change from basaline (% - mean = SE)
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Figura 3. Cambios en los resultados los marcadores
bioquimicos, tras tratamiento con terapia anabdlica
(teriparatida). Se observa primero con un rapido
incremento de los marcadores de formacion (P1NP),
seguido de los de resorcion 6sea (NTX). Tomado de
Vasikaran S., 2011

Aunque resulta conveniente poder disponer de varios
marcadores de formacién y de resorcion, de acuerdo con la
evidencia disponible, los marcadores de remodelado mas
sensibles y utiles en la clinica son: B-CTx para antirresortivos
y P1INP para farmacos anabdlicos.

Aunque la DMO se utiliza ampliamente para controlar la
respuesta al tratamiento, los incrementos de la DMO
inducidos por el tratamiento son modestos (normalmente un
2% al afio). Teniendo en cuenta que presenta un error de
repeticion del 1-2 %, los verdaderos cambios en la DMO so6lo
se observan varios afios después de iniciar el tratamiento.
Los cambios inducidos por el tratamiento de los marcadores
de recambio 6seo son mucho mas rapidos y se producen a
los 3-6 meses o antes. Se ha sefialado a P1NP como
marcador con mayor sensibilidad para detectar cambios de
DMO en pacientes tratados con teriparatida. Se ha propuesto
un algoritmo de actuacion en pacientes tratados con este
anabdlico, en funcion de la variacion detectada en PINP, en
el que incrementos superiores a 10 ug, 3 meses después del
inicio de la terapia, indicarian respuesta adecuada al mismo.

- Prediccién de larespuesta al tratamiento:

Tedricamente podria plantearse que un valor elevado de los
marcadores de resorcion antes del tratamiento orienta hacia
una posible buena respuesta a una terapia antiresortiva,
mientras que unos valores bajos de formacién pueden indicar
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una buena respuesta a terapia anabdlica. La buena
respuesta en ambos casos se define en términos de aumento
de DMO.

Sin embargo, resulta mas importante conocer si estos
valores de partida van a orientar hacia una reduccién del
riesgo de fractura, que es el principal objetivo clinico.

En algun estudio se ha visto que el efecto del tratamiento con
bisfosfonatos produce un mayor incremento de la DMO
cuando los valores iniciales de los marcadores son mas altos.
Ademas, también se ha visto que este tratamiento puede ser
mas eficaz en la reduccion del riesgo de fractura cuando en
concreto, los niveles de PINP al inicio del mismo
permanecian elevados, es decir cuando habia alto recambio
Oseo.

En el caso de los tratamientos anabdlicos, contrario a lo
esperado, el efecto de la terapia en cuanto aumento de DMO
es mayor en mujeres con niveles mas elevados de los
marcadores al inicio. Sin embargo, aun no hay suficiente
evidencia cientifica de los resultados de estos marcadores
en este tipo de terapia con reduccién del riesgo de fractura.

e Prediccién del riesgo de fractura:

Aunque el diagnéstico de la enfermedad se basa en la
evaluacion cuantitativa de la DMO, que es un determinante
importante de la resistencia del hueso, la importancia clinica
de la osteoporosis radica en las fracturas que se producen,
por lo que es importante su prediccion.

La DMO medida por DXA ha sido el mejor predictor del riesgo
de fracturas, pero tiene el inconveniente de ser una medida
estatica, donde hay que tener en cuenta otras variables como
factores de riesgo o la tasa de recambio éseo.

Se ha visto que un 50% de las mujeres que han sufrido una
fractura osteopordtica tienen una DMO superior a la
definicion de osteoporosis de la OMS. Por tanto, era
necesaria la aplicacion de herramientas informaticas con las
que incorporar factores de riesgo a la DMO, para la
evaluacion del riesgo de fractura.

La mas utilizada es la aplicacion informéatica FRAX,
desarrollada en 2008 y que evalla el riesgo de fracturas mas
comunes a 10 afios (fractura clinica vertebral, antebrazo,
cadera u hombro). Los modelos FRAX se han desarrollado a
partir del estudio de grupos poblacionales de Europa,
América del Norte, Asia y Australia. Se basa en modelos
individuales que combinan e integran factores clinicos de
riesgo (edad, IMC, fractura anterior, antecedentes familiares
de fractura, tabaco, alcohol,...) con la DMO del cuello
femoral, en caso de poseer los datos (se puede calcular sin
DMO vy utiliza el IMC). Como limitacion presenta el no
incorporar otros factores de riesgo como caidas, marcadores
de remodelado 6seo, dietas bajas en calcio, deficiencia de
vitamina D o densitometrias de otras regiones 6seas.

Las alteraciones de la microarquitectura 6sea durante el
proceso de osteoporosis, que afectan a la calidad del hueso
se pueden evaluar utilizando los marcadores bioquimicos. La
alteracion de estos marcadores supone un factor de riesgo
independiente. Niveles elevados de marcadores de resorcion
se han relacionado con un incremento aproximado del doble
de riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales en
comparacion con mujeres en las que estos marcadores se
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presentaban con niveles normales. En este sentido, un
enfoque combinado utilizando la DMO y los marcadores
bioquimicos de recambio 06seo podria mejorar la
estratificacion del riesgo de fractura en mujeres
postmenopausicas, pudiendo comenzar con un tratamiento
precoz. Se ha demostrado que el riesgo aumenta en quienes
presentan DMO baja y/o marcadores de remodelacion
elevados.

e Prediccion de pérdida 6sea:

Con la utilizacion de estos marcadores también se plantea la
posibilidad de identificar a mujeres que van a presentar una
tasa alta de pérdida de masa 6sea en los afios posteriores a
la menopausia, y asi poder iniciar una estrategia preventiva
de la osteoporosis.

La DMO es un importante predictor del riesgo de fractura,
pero es una medida estatica que aisladamente no permite
asegurar la tasa de pérdida 6sea. Sin embargo, diversos
estudios han demostrado que la variacion en los marcadores
de recambio 6seo si que puede ser Util en la determinacién
de la velocidad de pérdida 6sea. En concreto, presentan
mayor poder predictivo los marcadores de resorcion que los
de formacion.

Se ha descrito que los marcadores de recambio, junto con
otras variables demogréficas podrian predecir el 30-40% de
la variacion de la pérdida Osea en mujeres
postmenopausicas no tratadas.

Se plantea la utilizacién de estos marcadores, que en caso
de estar elevados puede indicar una posible pérdida rapida
de masa Gsea y con ello poder monitorizar precozmente a la
paciente mediante DMO. Sin embargo, aun no se ha
establecido el umbral a partir del cual se debe intervenir para
prevenir la pérdida ésea en mujeres menopausicas 0 en
personas de tercera edad.

e Método de cribado para la osteoporosis:

Como se ha ido describiendo, la evaluacién de la DMO
mediante DEXA es la prueba de referencia para el
diagnostico de osteoporosis definido por la OMS.

Recientemente, en algun estudio se ha planteado el uso de
los marcadores como método de cribado para la
osteoporosis al correlacionar variaciones en algunos de
estos con disminuciones en la DMO. En concreto, Botella S.
et al. observan que los marcadores con mejor rendimiento
eran B-CTx, PINP y OC, con curvas ROC de 0,70, 0,71 y
0,64. La sensibilidad y especificidad obtenida fue de 94 y
23% para B-CTx, y de 94 y 50% para P1NP.2 Esto sugiere
que P1NP y para PINP se podrian usar como un cribado
inicial de osteoporosis, pero en caso de resultado positivo se
debe confirmar siempre con DMO.?

Por otro lado, otros autores estan en contra de su utilizacién
debido a que los marcadores presentan variacion circadiana,
variabilidad analitica entre ensayos, y por la falta de de
valores referencia estandarizados, impidiendo su utilidad
para el diagnostico.

e Utilidad en otras patologias:

- Valoracién de la actividad en la enfermedad ésea de
Paget.

- Deteccion de metastasis 6seas (FAO, P1NP), valorar
progresion de enfermedad y/o respuesta al tratamiento
en pacientes con patologia tumoral.

- Osteodistrofia renal (enfermedad 6sea adinamica y
osteomalacia)

- Valoracion de las caracteristicas del remodelado y
monitorizar la evaluacion del tratamiento en
enfermedades endocrinas que cursan con alteraciones
Oseas (hiperparatiroidismo, hipertiroidismo,
hipogonadismo, enfermedad de Cushing).

Source Impornance

Nature of effect

Unconirollable sources

Age Very important

Menopausal status Very important

Giender Very important

Fractures Imporntant—Ilimits evaluation of case control
studies

Pregnancy and lactation  Important

Drugs Important: corticosteroids, anticonvulsants,

heparin, GaRH agonists
Disease Imporntant: thyroid disease, diabetes, renal

impairment, liver disease

Bed rest/immobility Impomnant
Geography Somewhat important
Ethnicity Mot important

Oral contraception Mot important, except in women over

35 vears

Controllable sources

Circadian Extremely important

Fasting status Imponant for specific markers

Exercise Imporntant—chronic and acute effects

Menstrual Mot important

Seasonal Mot important for individual, but maybe for
longitudinal studies

Diet Mot important

BTM increase with age in men and women

BTM increase within a few months after the last menstrual period

BTM are higher in older women than older men

BTM increase after a fracture {maximal at 2 to 12 weeks, but effect
lasts for up to 52 weeks)

BTM are increased during pregnancy; highest levels during third
rimester, even higher postpartum

BTM may be decreased (glicocorticoids) or increased
{anticonvulsants)

BTM often increased (thyrotoxicosis, chronic kidney disease)

Bone formation markers decrease and resorption markers increase

Small changes amongst countries, usually explained by differences
in lifestyle

Small changes, such as lower OC in African Americans vs.
Caucasians

Lower values for BTM

Most striking for bone resorption markers; highest values in second
half of night and on waking; lowest values in afternoon and
evening

Feeding results in a decrease in BTM; for example, s-=CTX
decreases by 20% after breakfast

Changes occur but depend on type of exercise and age of subjects

Small decreases in bone resorption and increases in bone formation
during hteal phase

Small decreases in BTM over winter

Small reduction in BTM immediately following calcium
supplementation

Figura 4. Fuentes inevitables y controlables de factores preanaliticos que afectan a los
biomarcadores de recambio éseo, en relacion a su importancia y el efecto que producen. BTM:
marcadores de remodelado 6seo (Bone turnover markers). Tomado de Vasikaran S, 2011.
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LIMITACIONES DEL USO DE LOS BIOMARCADORES

Como se ha descrito al inicio, la utilizacion de marcadores
tiene muchas ventajas (facilidad en la toma de la muestra,
gran disponibilidad de ensayos, posibilidad de seguimiento
seriado, informacion complementaria a DMO, ...). Contrasta
con la amplia investigacion realizada en los mismos, que aun
existe mucha incertidumbre en su aplicacion clinica rutinaria.

Esto es por las limitaciones existentes, entre las que se
encuentran:

- Variaciones preanaliticas. Debidas a la variabilidad
biolégica, en ocasiones controlables, pero en otras
inevitables (Figura 4). Para reducir esta variabilidad las
muestras deben ser recogidas en ayunas y a primera
hora de la mafiana (evitando el efecto de los alimentos
y del ritmo circadiano) y preferiblemente en la misma
estacion.

- Variaciones analiticas. Depende del método de medida
empleado. La automatizacion ha permitido mejorar la
reproducibilidad, pero aun hay falta de estandarizacion
en algunos ensayos, lo que dificulta la obtencion de
valores comparables entre estudios. Se recomienda la
utilizacién de ensayos automatizados estandarizados
cuando estén disponibles.

- Conocimiento inadecuado de las fuentes de variabilidad
de cada marcador en concreto.

- Falta de estudio para establecer valores de referencia
en determinados grupos poblacionales.

- No disponibilidad de datos sobre la respuesta de varios
marcadores a diferentes tratamientos de la osteoporosis
y la comparacion entre ellos.

Los cambios observables en los marcadores, hay que
interpretarlos con cautela y serdn relevantes cuando se
encuentre una variacion significativa, debido a estas
variables preanaliticas y analiticas. Al interpretar la
respuesta, debe utilizarse el cambio minimo significativo de
cada parametro, que tiene en cuenta el error de precision.

Estos puntos fuertes y débiles de los marcadores en la
practica clinica han sido evaluados por una serie de
sociedades nacionales y grupos de desarrollo con diferentes
recomendaciones para su uso clinico en la evaluacion del
riesgo y en el seguimiento del tratamiento de la osteoporosis.
Algunos apuestan por su uso rutinario, otros prefieren un uso
mas limitado y hay autores que no recomiendan su
utilizacion.

CONCLUSIONES

Los marcadores de recambio 6seo son herramientas
importantes para el manejo de la osteoporosis que estan
ganando aceptacion en la practica clinica en todo el mundo.

Entre las aplicaciones mas importantes se encuentran el
seguimiento de la adherencia y la respuesta al tratamiento y
la estimacion del riesgo de fractura.
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La IOF y la IFCC recomiendan como marcadores de
referencia, la utilizacién de un marcador de resorcién (B-CTx)
y uno de formacion (P1NP)

Los marcadores se han ido utilizando en la practica clinica
durante varios afios, pero aun se necesitan pruebas mas
sélidas en las que basar la practica (valores de referencia en
grupos de pacientes, comparacién entre marcadores y
tratamientos, etc.) Es necesaria la comprension de las
variaciones bioldgicas y preanaliticas, y la disponibilidad de
ensayos fiables, rapidos y estandarizados pueden ayudar a
una mejor utilizacion de los marcadores.
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INTRODUCCION

Los bioelementos son aquellos elementos quimicos que
forman parte de los seres vivos. Se pueden clasificar en tres
grupos segun su proporcion en la que se encuentran en la
materia viva:

- Bioelementos primarios (99%): carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrégeno, foésforo y azufre.

- Bioelementos secundarios (0.7-0.9%): sodio, potasio,
calcio, magnesio y cloro.

- Oligoelementos o elementos traza.

Este ultimo grupo representa solo el 0.1% de la materia viva.
Sin embargo, aunque se encuentren en concentraciones de
la escala de partes por millén (ppm) o partes por billon (ppb),
los oligoelementos cumplen importantes funciones en el
organismo.

Segun sus requerimientos nutricionales, los elementos traza
se pueden clasificar a su vez en esenciales (como el hierro,
niquel, zinc o el fluor), posibles esenciales (como el bromo o
el plomo) y no esenciales (como el mercurio). Un
bioelemento esencial es aquel que es necesario para que se
lleve a cabo una funcién en el organismo, por lo que una
disminucion de su ingesta llevaria a una alteracion de dicha
funcion.

Entre los oligoelementos esenciales también se encuentra el
cobre, que es el tercer elemento traza mas abundante,
después del hierro y del zinc.

GENERALIDADES DEL COBRE

El cobre es un metal de transicion que se caracteriza por ser
uno de los mejores conductores de la electricidad. Ademas
de sus propiedades quimicas y fisicas, tiene una importancia
biologica vital en las células humanas. Se trata de un
micronutriente esencial para el correcto funcionamiento del
organismo que se encuentra en diversos oOrganos que
presentan una elevada actividad metabdlica, como son el
higado, el cerebro, los rifiones y el corazon.

e Funciones:

El cobre actta principalmente como cofactor enzimatico, por
lo que las funciones del cobre derivan principalmente de las
enzimas que requieren de este elemento para su actividad.

- Integridad del tejido conectivo:

La enzima lisil-oxidasa es una proteina cobre dependiente
fundamental para el entrecruzamiento de las moléculas de
coldgeno y elastina, que son moléculas esenciales en la
formacion del tejido conectivo. Por ello, el cobre participa en
la integridad del tejido conectivo en el corazon y los vasos
sanguineos, en el desarrollo de los huesos y musculos y
favorece la cicatrizacion de las heridas.

- Antioxidante:

La enzima superéxido dismutasa (SOD) es otra proteina
cobre dependiente que funciona como un antioxidante al
catalizar la conversion de radicales superoxido a peroxido de
hidrégeno, lo cual es necesario para evitar dafios
irreparables en las células.

- Metabolismo del hierro:

La ceruloplasmina es otra enzima cobre dependiente que
presenta actividad ferroxidasa. Esta proteina es necesaria
para la oxidacion de hierro, lo cual es importante para su
movilizacién y transferencia a la transferrina para ser
transportado por la sangre, por ejemplo, para posteriormente
ser incorporado por los eritrocitos desarrollados en la médula
Osea.

- Sintesis de catecolaminas:

La dopamina hidroxilasa, que tiene como cofactor al cobre,
cataliza la conversion de la dopamina en el neurotransmisor
noradrenalina.

- Produccién de energia:

La citocromo C oxidasa es otra enzima dependiente de cobre
que tiene un papel fundamental en la produccion de ATP en
la cadena de transporte de electrones.

- Formacién de mielina:

La mielina es una capa protectora de los nervios formada por
fosfolipidos que en cuya sintesis interviene la enzima
citocromo c oxidasa, por lo que el cobre también es
fundamental para el correcto funcionamiento del sistema
nervioso.

- Sintesis de melanina:

La tirosinasa es otra enzima cobre dependiente que participa
en la sintesis de la melanina, que es un pigmento producido
en los melanocitos de la piel y que es necesaria para la
pigmentacion del cabello, la piel y los ojos.
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- Mantenimiento del sistema inmunoldgico:

El cobre es necesario para el desarrollo y funcionamiento
apropiado de las defensas del organismo.

e Toxicidad:

Independientemente de todas las funciones descritas, el
cobre puede ser a su vez altamente tdxico, ya que en su
estado oxidado (Cu?*) participa en reacciones en las que se
producen radicales hidroxilo libres, anién superéxido y
peroxido de hidrogeno. Estas especies reactivas de oxigeno
(ROS) atacan a las hiomembranas a través de un proceso de
peroxidacion lipidica, con lo que desestabilizan su estructura
y afectan a las funciones celulares. Las ROS también pueden
oxidar directamente a las proteinas y desnaturalizar el ADN
y el ARN, provocando dafios que contribuyen al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas o al envejecimiento
celular, por ejemplo. Por ello, es importante mantener las
concentraciones de cobre dentro de unos limites.

e Déficit y excesos del cobre en el organismo:

Al igual que el resto de minerales presentes en los seres
vivos, los organismos no pueden producir cobre, asi que solo
se puede conseguir a través de la dieta alimentaria.
Principalmente este metal se puede obtener de los cereales,
frutos secos, legumbres, fruta, y mariscos.

- Déficit de cobre:

Unos niveles bajos de este micronutriente pueden darse
debido a un fenédmeno de malabsorcion, a un aumento de las
necesidades o a un aumento de las pérdidas del mismo.
Cuando se produce dicho déficit, se originan una serie de
patologias, entre las cuales destacan:

1. Anemia hipocrémica: debido al déficit de ceruloplasmina
se produce una deficiencia de hierro por un defecto en
su movilizacién hacia la sangre.

2. Osteoporosis: esta patologia suele ir acompafada de
retraso de la edad 6sea, y se produce debido a la
carencia de la enzima lisil oxidasa, necesaria para la
formacion del colageno. Esta alteracion enzimatica
también conduce a la ruptura de vasos sanguineos y
problemas articulares.

3. Pérdida de pigmentacion: debido al déficit de la enzima
tirosinasa se produce un descenso en la formacion de
melanina y, como consecuencia, se produce la pérdida
de pigmentacion en cabellos y piel.

4. Alteracion del sistema nervioso: se produce como
consecuencia del descenso de la enzima citocromo ¢
oxidasa, junto con el descenso en la formacion de la
mielina.

5. Otros: debilidad, fatiga, arritmia cardiaca y neutropenia.
- Exceso de cobre:

Por el contrario, un aumento de los niveles de cobre suele
producirse por ingesta de alimentos contaminados con este
mineral. En condiciones patolégicas, algunos sintomas de
toxicidad aguda por cobre pueden ser: dolor abdominal,
calambres estomacales, vomitos, dafio hepatico severo y
fallo renal.
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e Metabolismo:

Una vez que el cobre ha sido ingerido a través de la dieta, es
absorbido en el intestino delgado, a la altura del duodeno.
Tras ser captado por los enterocitos duodenales, es
exportado a la circulacion sanguinea a través de la
membrana basolateral de estas células gracias a una
proteina transportadora denominada ATP7A. A continuacion,
unido a la albumina, la transcupreina y la histidina, el cobre
es transportado por la vena porta hasta el higado. Este es el
organo de reserva y principal regulador de la homeostasis del
cobre, puesto que la excrecion biliar es la via fundamental
para la eliminacion del metal del organismo.

Alli en el higado, el cobre se va a incorporar a la
ceruloplasmina, por medio del transportador ATP7B, para
luego ser llevado a los tejidos y alli ser utilizado en la sintesis
de otras proteinas cobre dependientes. Una de ellas es la
ceruloplasmina, que se sintetiza en el propio higado. Es una
proteina que contiene de 6 a 8 4tomos de cobre, es un
reactante de fase aguda positivo y, ademas, presenta
actividad ferroxidasa. El 90% del cobre que circula en el
plasma se encuentra unido a la ceruloplasmina, y el resto a
la albumina, transcupreina y a aminoacidos.

Finalmente, el sobrante de cobre en el organismo es
excretado a través de la bilis que lo devuelve al intestino. La
orina también se comporta como un medio de eliminacion de
este mineral, aunque solamente se pierde a través de ella un
3%.

e Métodos de medicion:

Para evaluar el estado funcional de cobre del organismo se
han propuesto diversidad de métodos. Por un lado, métodos
indirectos como la mediciéon de la actividad catalitica de
enzimas cobre dependientes. Por otro lado, existen también
métodos directos que miden la concentracion o el contenido
de cobre en diversos especimenes como son suero, orina y
tejido. Entre estos métodos directos destacan dos:

- Espectrometria de absorcion atomica de llama:

Se basa en que la energia de una llama de aire/acetileno
provoca que los atomos de cobre de una disolucion se
encuentren en estado fundamental y sean entonces
capaces, en ese estado, de absorber la radiacion
caracteristica de 324,7 nm proveniente de una lampara de
catodo hueco de cobre. Dicha absorbancia medida es
proporcional a la concentracion del metal en la muestra.

- Espectrometria de masas con
acoplamiento inducido:

plasma de

Se trata de una de las técnicas mas novedosas, que se basa
en el acoplamiento de un método para generar iones y un
método para separar Yy detectar dichos iones.
Concretamente, esta técnica utiliza como fuente de radiacion
un plasma de acoplamiento inducido y como detector un
espectrometro de masas.

Los iones generados en el plasma pasan a través de un filtro
cuadrupolar, que separa a estos iones generados segin su
relacion masa/carga. Cada una de las masas separadas
llega al detector, donde se cuantifica el elemento de la
muestra.
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La ventaja que tiene este Ultimo método es que mediante
esta técnica es posible determinar de forma cuantitativa la
mayoria de los elementos de la tabla periddica a niveles de
traza y ultratraza, partiendo de muestras en disolucion
acuosa.

PRINCIPALES PATOLOGIAS ASOCIADAS AL COBRE
e Enfermedad de Menkes:

La enfermedad de Menkes es un error innato en el
metabolismo del cobre que da lugar a un déficit del mismo.
Presenta un patrén de herencia ligado al cromosoma X, es
de caracter recesivo y con una incidencia anual de 1 en un
rango de 40000 a 360000 nacidos vivos. Sin tratamiento, la
esperanza de vida de los pacientes es corta, con un maximo
de hasta los 3 afios. Se caracteriza por presentar
alteraciones en el canal ATP7A, el cual se encuentra
codificado por el gen ATP7A, localizado en la region del
brazo largo del cromosoma X.

- Proteina de Menkes:

La proteina ATP7A o proteina de Menkes es un transportador
citoplasmético de cobre localizado ampliamente en los
tejidos, excepto en el higado. La expresion del gen ATP7A
se da principalmente en intestino, misculo, rifién, pancreas
y cerebro. En condiciones normales, el canal ATP7A facilita
la exocitosis del metal a la sangre, la eliminacion del exceso
a nivel del intestino, y el ingreso al aparato de Golgi para la
sintesis de enzimas cobre dependientes. Concretamente en
el cerebro, el transportador esta relacionado con la formacién
de la barrera hematoencefalica en etapas tempranas de la
vida.

En la enfermedad de Menkes, el gen que codifica esta
proteina estd mutado. Debido a esto, conforme se va
introduciendo cobre en el organismo a través de la dieta, se
genera acumulacion del metal en el citosol del enterocito del
intestino con impedimento de que salga a la sangre. La
incapacidad para la exocitosis genera a su vez un déficit
sistémico de cobre originado por la imposibilidad de la
absorcion intestinal del cobre, puesto que en el intestino
predomina la expresion del gen ATP7A.

- Clinica:

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Menkes
son debidas al déficit de cobre en el organismo. Son variadas
y se pueden clasificar en distintas entidades: clasica, leve y
sindrome del cuerno occipital.

1. Enfermedad de Menkes clasica: los sintomas tienen
un inicio a los 2 o 3 meses de vida, con un compromiso
progresivo y severo del neurodesarrollo, hipotermia,
hiperlaxitud de extremidades y articulaciones,
hipopigmentaciéon y el caracteristico cabello fragil y
ensortijado. Esta forma de la enfermedad es de pobre
prondstico.

2. Enfermedad de Menkes leve: en la forma leve de la
enfermedad destaca el cabello ensortijado e
hiperlaxitud, y un compromiso neurolégico menos
severo.

3. Sindrome del cuerno occipital: es otra variante de la
enfermedad en la que se presentan principalmente
anormalidades en el tejido conectivo y anormalidades
Oseas en el occipital, mientras que el compromiso
neurolégico puede ser menos severo o estar ausente.

- Diagnéstico:

El diagnostico de la enfermedad de Menkes se basa en la
sospecha clinica, junto con las pruebas de laboratorio
correspondientes. Estas pruebas consisten principalmente
en el andlisis de los niveles de cobre y de ceruloplasmina en
sangre, ya que ambos parametros se encuentran
disminuidos en estos pacientes. También pueden ser de gran
utilidad la medicién de los niveles de lactato en liquido
cefalorraquideo, que estaran aumentados debido al déficit de
la citocromo C oxidasa (componente de la cadena
respiratoria) derivado de la deficiencia de cobre. En cambio,
los estudios genéticos son limitados por la gran variedad de
mutaciones que pueden generar la enfermedad de Menkes.

- Tratamiento:

El tratamiento de esta patologia es principalmente
sintomatico mediante la administracion de cobre. La
suplementacion parenteral temprana con cobre-histidina
puede modificar la progresiéon de la enfermedad al
proporcionar cobre adicional a los tejidos y a las enzimas
dependientes de cobre. La administracion oral de cobre es
ineficaz ya que queda retenido en el intestino.

e Enfermedad de Wilson:

La enfermedad de Wilson o degeneracion hepatolenticular es
un trastorno del metabolismo del cobre que se hereda de
forma autosémica recesiva. La prevalencia es de un caso por
cada 30000 nacidos vivos. Esta causada por mutaciones en
el gen ATP7B (cromosoma 13) que codifica para el
transportador ATP7B, una ATPasa tipo P.

- Proteina ATP7B:

Este canal estd implicado en el transporte de cobre dentro de
los hepatocitos del higado, tanto al interior del aparato de
Golgi para su incorporacioén a la apoceruloplasmina como al
exterior del hepatocito para la excrecion biliar del exceso de
metal del organismo.

La distribucién intracelular y funcion de esta ATPasa son
sensibles al contenido de cobre en la célula. Cuando éste es
normal o bajo, la enzima actla introduciendo el cobre y
cediéndolo a la apoceruloplasmina sintetizada en el higado,
dando lugar a ceruloplasmina. En cambio, en situaciones de
sobrecarga de cobre, la ATP7B saturada de este metal se
redistribuye pasando a formar parte de vesiculas que migran
hacia los canaliculos biliares promoviendo asi la excrecion
biliar del exceso de cobre.

El defecto en la funcién de esta proteina da lugar a que, al
no poder transportarse el cobre fuera del hepatocito, se
acumule en su interior. Cuando se ha sobrepasado la
capacidad de los hepatocitos para almacenar cobre, éste se
libera a la sangre. Asi, la acumulacion progresiva de cobre,
primero en el higado y posteriormente en el encéfalo y en
otros tejidos, da lugar a las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad, que son principalmente  hepaticas,
neurolégicas, psiquiatricas y oftalmolégicas. Ademas,
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también aumenta su excrecion en orina. A su vez, la
disfuncion del canal ATP7B da lugar a un defecto en la
formacion de ceruloplasmina al no poder unirse al cobre, por
lo que esta proteina se encuentra en una baja concentracién
plasmatica en los pacientes afectados.

- Clinica:

Clinicamente la enfermedad de Wilson puede presentarse
como una enfermedad hepatica o como un trastorno
neuropsiquiatrico progresivo en el que la alteracion hepatica
puede ser menos aparente. Ademas, lo mas frecuente es que
se diagnostique entre los 5y los 35 afios.

1. Manifestaciones hepaticas: ElI espectro de
enfermedad hepatica abarca desde cuadros
asintomaticos con hepatomegalia, esplenomegalia o
elevacion de aminotransferasas que se detectan de
forma accidental, hasta casos de fallo hepético
fulminante.

2. Manifestaciones neuroldgicas y psiquiatricas: Los
pacientes presentan principalmente trastornos del
movimiento como distonia, incoordinacion y temblores.
Algunas personas afectadas por esta patologia también
poseen algun antecedente de trastornos de la conducta.

3. Manifestaciones oftalmoldgicas: Mediante Ila
realizacién de una exploracién oftalmoldgica es posible
la deteccion de los llamados anillos de Kayser-Fleischer
por depdsito del cobre en la cornea, caracteristicos de la
enfermedad de Wilson. Tras el tratamiento suele
observarse su regresion.

- Diagnéstico:

Para realizar el diagnéstico de la enfermedad de Wilson se
requiere la utilizacion combinada de datos clinicos,
bioquimicos y genéticos, siendo inicialmente esencial la
sospecha clinica de estos casos. Entre los datos bioquimicos
que se valoran en estos casos, destacan cuatro:

1. Concentracién de ceruloplasmina sérica: Una
concentracion extremadamente baja (<0,05 g/L) debe
ser considerada una fuerte evidencia para el diagndstico
de la enfermedad, aunque disminuciones menos
intensas es posible encontrarlas en otras situaciones
fisiopatoldgicas, como  cualquier causa @ de
hipoproteinemia.

2. Concentracion de cobre sérico total: En aquellos
pacientes que cursan con fallo hepatico agudo, la
concentracion de cobre sérico puede estar
marcadamente elevada debido a la liberacion masiva de
metal desde el higado. Al estar disminuidos los niveles
de ceruloplasmina, se ve aumentado el porcentaje de
cobre libre.

3. Concentracion de cobre en orina de 24 horas: La
excrecién de cobre en orina refleja la concentracion de
cobre sérico no unido a ceruloplasmina en la circulacion.
Su determinacion es para el diagndstico y para la
monitorizacion  del  tratamiento. En  pacientes
sintoméaticos se encuentra elevado.

4. Contenido de cobre en biopsia hepéatica: La medicion
cuantitativa de cobre hepatico es considerada la prueba
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bioguimica mas importante para el diagnéstico de la
enfermedad, pero debido a su caracter invasivo se
reserva para aquellos casos con sospecha de la
enfermedad en los que otras pruebas no muestran
resultados definitivos.

- Tratamiento:

El tratamiento farmacolégico de la enfermedad de Wilson se
basa en el uso de quelantes de cobre. Actualmente el que se
encuentra mas en uso es la trientina, que actla uniéndose al
cobre del organismo para después ser eliminado en la orina,
lo que ayuda a reducir los niveles de cobre.

CASO CLINICO
e Historia clinica:

Varon de 63 afios en seguimiento por la enfermedad de
Wilson. Fue diagnosticado a los 17 afios por criterios clinicos.
Segun describe el paciente, inicio los sintomas a los 15 afios.
Primero comenz6 con problemas para articular palabras y
caminar, con una marcha a pasos cortos y arrastrando los
pies. Progresivamente fue a peor con aparicion de un
sindrome parkinsoniano grave con temblor y de crisis
epilépticas generalizadas recurrentes que desaparecieron
tras la administracion de los farmacos correspondientes. A
los 20 afios se le realizd también una biopsia del higado, con
la que se le detect6 una cirrosis hepética.

Inicio tratamiento con D-penicilamina con practica resolucion
de la clinica neuroldgica, pero desarroll6 afectacién renal que
motivé su retirada. Se cambid por otro farmaco que causé la
reaparicion de temblor y disartria e intolerancia digestiva,
hasta que finalmente comenz6 la administracion de trientina
que es el tratamiento que actualmente mantiene.

e Pruebas bioquimicas de laboratorio:

Cada cierto tiempo, el paciente debe acudir al hospital a
extraerse sangre para realizarle un seguimiento y controlar
sus niveles de cobre, tanto en suero como en orina de 24h.
Los resultados de su ultima analitica quedan recogidos en la
Tabla 1.

: VALOR DE
PARAMETRO | RESULTADO | orcepencia
Ceruloplasmina
i 1 15-30
Cobre en suero 178 70-155

(ngrdL)

Cobre en orina
de 24 horas 172 <40
(1g/24 horas)

Tabla 1. Resultados de las pruebas de laboratorio
solicitadas para el seguimiento del paciente. Elaboracién
propia.
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Debido a la ausencia de la proteina ATP7B en el paciente, la
ceruloplasmina se encuentra en niveles muy bajos al no
poderse unir la apoceruloplasmina con el metal. A su vez,
debido al tratamiento con quelantes de cobre, el cobre sérico
se encuentra disminuido mientras que los niveles de cobre
en orina de 24 horas son elevados.

e Estudio genético:

El paciente fue derivado a la consulta de genética y, tras el
estudio mediante secuenciacidon masiva del exoma completo
y filtrando el analisis para el gen ATP7B, se le identificaron
en heterocigosis 2 variantes patogénicas. Tras este hallazgo,
se le informa al paciente que seria necesario realizar el
estudio de ambas variantes a sus hermanos para determinar
su estado de portador y poder realizarles un adecuado
asesoramiento genético, ya que ambos tienen un riesgo del
50% de ser portadores de una de las dos variantes
identificadas.

BIBLIOGRAFIA GENERAL

- Llorente Ballesteros MT, et al. Medicién del contenido

del cobre en especimenes biolégicos. Rev Lab Clin.
2017; 1-10.

- Feoktistova Victorava L, et al. El metabolismo del cobre.
Sus consecuencias para la salud humana. Medisur.
2018; 16 (4): 579-587.

- Nelson D.L.,, Cox M.M. Lehninger. Principios de
Bioquimica. 72 Edicion. Espafia: OMEGA; 2018.

- Feduchi Canosa, E. et al. Biogquimica, Conceptos
esenciales. 22 ed. Editorial Panamericana, 2014.

- Londofio Suarez H.L. Enfermedad de Menkes.
MedUNAB. 2011; 13(3): 169-172.

- Hernandez Villena M.D., LoOpez Martinez S.
Enfermedad de Wilson. Rev Lab Clin. 2011; 4(2): 102-
111.

69



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

MALABSORCION DE HIDRATOS DE CARBONO

Autor: Celia Amil Manjon, Pilar Duarte Garcia, Aitor Delmiro Magdalena

Servicio de Bioquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Lactosa, Fructosa, Hidrogeno y Metano espirado

INTRODUCCION

Los azlUcares o hidratos de carbono constituyen una
importante fuente de energia para el organismo, ya que
suponen el 50-60% de la energia total de la dieta.

Pueden clasificarse segun las unidades que los constituyen
en monosacaridos (como la glucosa, galactosa y fructosa),
disacéridos (formados por dos unidades de monosacaridos,
como la lactosa y la sacarosa), oligosacéridos (formados por
cadenas cortas de monosacaridos, como la rafinosa) y
polisacéridos (constituidos por multiples unidades, como por
ejemplo el almidén).

e Digestion y absorcién de los hidratos de
carbono:

Tras ser ingeridos con la dieta alcanzaran el intestino
delgado, donde van a ser hidrolizados por distintas enzimas
hasta sus formas monoméricas, que son las que
posteriormente seran absorbidas por la mucosa del intestino
mediante diferentes transportadores.

Dentro de las enzimas encargadas de la digestién de los
azlcares destacan:

- La o-amilasa (salival y pancreatica): encargada de
romper los enlaces a-1,4 de las cadenas de glucosa que
forman el almidon.

- Disacaridasas: presentes en la membrana del borde en
cepillo del enterocito, dentro de las cuales destacan:

- Lalactasa, para la digestién de la lactosa.

- El complejo sacarasa-isomaltasa, encargado de la
hidrélisis de la sacarosa, la maltosa y las dextrinas
procedentes de la degradacion del almidon.

- La glucoamilasa, que hidroliza también la maltosa y
los oligémeros de glucosa procedentes del almidon.

Los principales transportadores encargados de la absorcion
de los monosacaridos son:

- SGLT1: es el principal transportador encargado de la
absorcion de glucosa y galactosa por cotransporte con
sodio, y se sitda en la membrana apical del enterocito.

- GLUT2: es un transportador de glucosa que se sitla en
la membrana basal, y que también es capaz de
cotransportar fructosa y galactosa.

- GLUTS5: encargado de la absorcion por difusiéon pasiva
de la fructosa en la membrana apical del enterocito.
Como es un transportador saturable, va a hacer que la
cantidad de fructosa absorbible en la dieta esté limitada.

Cuando se produce alguna alteracion en cualquiera de estos
procesos, ya sea por defectos en la expresion de las enzimas
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encargadas de su degradacién (como en el caso de la
lactasa o0 la sacarasa) o en la expresion de los
transportadores necesarios para su absorcién (como sucede
con los de la fructosa o la galactosa) nos encontramos ante
los sindromes de malabsorcion de hidratos de carbono.

e Fisiopatologiay Sintomatologia

Al no poder absorberse, estos azlcares se acumulan en el
intestino delgado y aumentan la osmolaridad, el paso de
agua a la luz intestinal y con ello la estimulacion del
peristaltismo intestinal. Ademas, al llegar al intestino grueso
las bacterias que conforman la microbiota intestinal los
fermentaran, y generaran acidos organicos como el acido
lactico, acidos grasos de cadena corta y gases como el
diéxido de carbono (CO2), el hidrogeno (H2) y el metano
(CHad).

Todos estos procesos van a ser los responsables de los
sintomas caracteristicos de estas patologias, que
comprenden sintomas intestinales tales como distension y
dolor abdominal, nduseas, flatulencia y diarrea.

Estos sintomas son similares para los diferentes sindromes
de malabsorcién de azlcares, por lo que el diagndstico
diferencial es crucial y se basara en determinar el hidrato de
carbono responsable de desencadenar todo el proceso para
asi poder eliminarlo de la dieta.

TIPOS DE MALABSORCION DE HIDRATOS DE
CARBONO

Dentro de los trastornos mas frecuentes destacan la
malabsorcién de lactosa y de fructosa, pero existen otras
enfermedades importantes como el déficit de glucoamilasa,
el déficit congénito de sacarasa-isomaltasa y la malabsorcion
congénita de glucosa-galactosa (trastorno de herencia
autosOmica recesiva debido al déficit del transportador
SGLT1).

e Malabsorcién de lactosa

La lactosa es un disacéarido presente en la leche de los
mamiferos que esta formado por una molécula de glucosa 'y
una de galactosa unidas por un enlace 1,4.

La lactasa (beta-galactosidasa) presente en la membrana del
borde en cepillo de los enterocitos es la enzima encargada
de la digestion de la lactosa a través de la ruptura de este
enlace, liberando glucosa y galactosa que seran
posteriormente absorbidas.

La intolerancia a la lactosa se produce como consecuencia
de la deficiencia en lactasa. Este déficit provoca la
acumulacion de lactosa en el intestino y su fermentacion por
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parte de la flora bacteriana, lo que origina los sintomas
digestivos tipicos como malestar abdominal y diarrea.

La lactosa se encuentra principalmente en los productos
lacteos, aunque también estd presente en otros alimentos
para mejorar el sabor, la textura y como conservante.
También se emplea en la industria farmacéutica como
excipiente de muchos medicamentos.

- Clasificacion

Segun su origen, la malabsorcion de lactosa puede
clasificarse en una deficiencia primaria o adquirida. En el
primer caso podemos distinguir a su vez la deficiencia
congeénita, que consiste en la ausencia total de lactasa por
mutaciones en el gen que la codifica y que afecta al recién
nacido; y la hipolactasia del adulto, que suele ser la mas
frecuente y se caracteriza por una disminucién de la
expresion de la enzima tras la infancia.

Por otro lado, la deficiencia adquirida se origina por otros
motivos que pueden ser de tipo infeccioso o inflamatorio
(como la enfermedad de Crohny la celiaquia). Estos generan
un dafio en la pared intestinal que afecta a las enzimas
presentes en ella, pero que, a diferencia de los otros tipos,
es reversible al eliminar el factor causante.

- Hipolactasia del adulto o déficit primario adquirido
de lactasa

En estos pacientes la actividad de la lactasa es normal en la
infancia, y lo que tiene lugar es una disminucion progresiva
de la expresion de la enzima a partir de los 5-8 afios de edad
gue desemboca en una actividad residual variable (de entre
un 10% y un 30%) en la edad adulta.

Se debe a la existencia de ciertos polimorfismos en la region
reguladora del gen que codifica la lactasa (gen LCT, en el
cromosoma 2) y que dan lugar a la existencia de dos
fenotipos posibles: lactasa persistente y lactasa no
persistente. Los individuos con fenotipo lactasa no
persistente presentan un genotipo C/C en la posicion 13910
y G/G en la 22018, mientras que los genotipos C/Ty T/T o
G/A y A/A respectivamente, son lactasa persistente y
mantienen niveles de lactasa similares a los de la infancia.

Ademas, se ha observado que la prevalencia de cada
fenotipo esta condicionada por factores raciales o por el
consumo habitual de leche en esa poblacion: por ejemplo,
entre el 90-97% de la poblacion asiatica es lactosa no
persistente, y en Africa Ecuatorial y Centroamérica en torno
a un 85%, mientras que en Europa este perfil es menos
comun, alrededor de un 5% en el norte y en torno al 20% en
los paises mediterraneos del sur.

- Diagnéstico

Existen diferentes opciones disponibles para el diagnéstico
de la malabsorcién de lactosa, ya que la sintomatologia por
si misma es muy inespecifica. Algunas de ellas se emplean
también en el diagndstico de la malabsorcién de otros
hidratos de carbono.

1. Determinacion de laactividad enzimatica: consiste en
la determinacién de la actividad lactasa (o de la enzima
implicada si se tratara de otro azucar) en el borde en
cepillo del enterocito a partir de una biopsia intestinal.

Sin embargo, no suele realizarse ya que se trata de un
método invasivo y debe tenerse en cuenta que la
distribucion de las disacaridasas no es constante a lo
largo de todo el intestino, por lo que puede originar
resultados falseados.

Cribado de azUcares: determinacion del pH, presencia
de azlcares y cuerpos reductores en heces que
confirmen la presencia de los azlcares no absorbidos o
de los é&cidos organicos procedentes de su
fermentacién. Se trata de un método barato y sencillo
que permite confirmar las sospechas de malabsorcion
de azucares y orientar el diagnéstico hacia la molécula
responsable.

Test genético: en el caso de la lactosa, consiste en
determinar el polimorfismo presente en el individuo para
saber si es 0 no lactasa persistente, pero solo informara
de la predisposiciéon de la persona a desarrollar esta
alteracion y no de la actividad lactésica real en ese
momento.

Test del aliento con un sustrato marcado con
isotopo estable (**C): se realiza administrando el
azlcar marcado y determinando posteriormente la
presencia de CO2 marcado en el aliento, lo que indicara
gue la glucosa presente en la lactosa ha sido absorbida
y metabolizada. Sin embargo, este método también
presenta algunos inconvenientes, ya que existen
multiples factores condicionantes a tener en cuenta
(como el ejercicio, la ingestion de ciertos alimentos, o
ciertas enfermedades) que van a afectar a la produccion
y la eliminacion de CO2, modificando los resultados.

Prueba de tolerancia o sobrecarga oral: consiste en
la administracion de una solucién de lactosa y la
posterior determinacion de los niveles de glucosa en
sangre cada 30 minutos para valorar el nivel de
absorcion. En el caso de que la lactosa no sea
absorbida, estos no aumentaran, mientras que un
aumento de los valores superior a 25 mg/dL indica que
el azlcar si es absorbido.

La principal ventaja es que puede emplearse para
mejorar la precision del diagndstico combinandola con
otros métodos como el test de hidrogeno/metano
espirado, en el que también se administra una solucion
del azucar implicado.

Sin embargo, se trata de una prueba invasiva que
requiere multiples extracciones de sangre y la
administracion de una solucién de lactosa que generara
sintomatologia en individuos afectos. Ademas, va a
depender del metabolismo de la glucosa de cada
persona, y puede presentar falsos resultados en
diabéticos, pacientes con sobrecrecimiento bacteriano o
en situaciones con alteracion del transito intestinal y del
peristaltismo.

Test del hidrégeno (H2) y metano (CHa) espirado: es
el método mas utilizado para el diagnostico de la
malabsorcion de hidratos de carbono.

Cuando las bacterias del intestino fermentan los
azlcares que no han sido absorbidos, dan lugar a la
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produccién de diferentes gases que posteriormente
difundiran a la circulacion para ser eliminados en la
respiracion por los pulmones. Esto puede aprovecharse
para diagnosticar la malabsorcion mediante Ila
administracion de una solucién del azicar sospechoso y
la cuantificacion posterior de las concentraciones de Hz
y CHas en el aire espirado a intervalos de tiempo de 30
minutos durante unas 3-4 horas.

Para la realizacién de la prueba el paciente debe acudir
en ayunas de al menos 10 horas, para asegurar que los
niveles de Hz y CHa basales sean menores a 10 ppm. El
test se considera positivo si se produce un aumento
superior a 20 ppm de Hz 0 a 10 ppm de CHa4 respecto al
nivel basal a partir de los 90 minutos.

En cuanto a los equipos empleados para su
determinacion, se incluyen la cromatografia de gases y
equipos con sensores electroquimicos basados en la
medida del potencial.

Uno de los principales problemas a tener en cuenta en
la realizacién del test del hidrégeno es que no existen
unos valores estandarizados en cuanto a las
indicaciones, las dosis y los puntos de corte. La Guia de
Consenso  Norteamericana de 2017' establece
recomendaciones con el objetivo de unificar y mejorar
los criterios de la prueba:

La duracién es larga, ya que es necesario esperar a que
los sustratos alcancen el colon, se metabolicen y que el
Hz y el CH4lleguen hasta los pulmones. Actualmente se
recomienda una duracion de 3h, ya que se ha
comprobado que suele ser suficiente para detectar un
aumento de los niveles de los gases mencionados.

En cuanto a las dosis administradas, normalmente se
administran 50g de lactosa. Sin embargo, actualmente
se busca reducir esta dosis a niveles mas fisioldgicos,
por lo que se recomienda emplear 25g.
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Figura 1. Ejemplo de test de hidrégeno espirado
positivo. Adaptado de: Codoceo R et al, 2019.

Entre las principales ventajas de este test destaca el
hecho de que es un método no invasivo y sencillo de
realizar. Sin embargo, presenta el inconveniente de que
va a desencadenar sintomatologia y molestias
abdominales en los pacientes intolerantes, que ademas
deben permanecer mucho tiempo en el hospital para
realizar la prueba. También que es necesario disponer

de un equipamiento sofisticado para su realizacion asi
como personal dedicado el tiempo que dura la prueba.

Ademés, hay que tener en cuenta que pueden
producirse interferencias por mdltiples situaciones que
van a llevar tanto a falsos negativos como a falsos
positivos. Algunas de estas situaciones incluyen:

- Alteraciones de la microbiota tras tratamientos
antibioticos.

- Enfermedades que alteren el tiempo de transito
intestinal.

- Pacientes que presentan una flora con bacterias
metanogénicas (que consumen el Hz para producir
en su lugar metano). Se estima que estos pacientes
suponen un 20-30% del total, por lo que actualmente
para mejorar la sensibilidad de la prueba se
recomienda la determinacién conjunta de ambos
gases (Hz2 y CHgs), permitiendo detectar este
porcentaje de pacientes que de otra forma quedaria
sin diagnosticar.
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Figura 2. Ejemplo de test de hidrégeno con elevacion
de metano. Adaptado de: Codoceo et al, 2019.

- Por dltimo, hay que tener en cuenta que pueden
producirse falsos positivos por la presencia de
sobrecrecimiento bacteriano, que consiste en un
aumento de la concentracion de bacterias en el
intestino delgado. Estas fermentaran los azucares de
forma prematura, causando un aumento de Hz y/o
CH4 espirado antes de tiempo. Para su diagnéstico
se usa también un test de aire espirado, pero
empleando una solucién de glucosa o lactulosa.

Prueba de la gaxilosa LacTEST: se administra a los
pacientes una solucion de gaxilosa
(4-O-B-D-galactopiranosil-4-xilopiranosa), que es un
disacarido sintético analogo de la lactosa formado por
xilosa y galactosa.

En el intestino este azlcar es sustrato de la lactasa, de
forma que en aquellos pacientes con una actividad
normal de lactasa se separard& en ambos
monosacdridos, que seran absorbidos y pasaran a la
circulacion (Figura 3). Una vez en la sangre la xilosa se
metabolizar4 solo parcialmente en el higado
(aproximadamente en un 50%), mientras que el resto
sera filtrado por los rifiones y excretado de forma
inalterada en la orina. Los niveles de xilosa en orina se
determinaran posteriormente en el laboratorio y en los
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pacientes intolerantes a la lactosa, al no poder digerir el
disacarido, no se detectara xilosa en su orina.

HO ,OH

H,0 HO OH
0 o 0 —_ ) 0 HO 0
HO. +
HO HMOH Lactasa HO. OH HMDH
HO intestinal HO HO
4-Galactosil-xilosa (Gaxilosa) Galactosa Xilosa

Figura 3. Reaccion de hidrdlisis de la gaxilosa.
Adaptado de: Producto LacTEST [Internet]. Venter
Pharma.

La dosis recomendada de sustrato es de 0,45 g de
gaxilosa en 100 mL de agua. Los pacientes deberan
estar en ayunas y vaciar la vejiga entre 15-30 minutos
antes de la prueba, tomar la solucion y posteriormente
beber hasta un maximo de 500 mL de agua para facilitar
la diuresis. Se recogera la orina durante las siguientes
5 horas.

La determinacién de la cantidad de xilosa en la muestra
puede realizarse en analizadores automaticos
mediante un kit enzimatico (Xylossay®). Este método
emplea la reaccion de la xilosa deshidrogenasa, que
oxida la xilosa a xilonolactona en presencia de NAD",
midiéndose la absorbancia del NADH formado a
340nm.?

La prueba se considera positiva, y por tanto el paciente
serd diagnosticado como hipolactasico, con una
cantidad total de xilosa inferior a 19,18 mg, mientras
que por encima de estos valores se considerara que el
paciente no presenta una malabsorcion de lactosa.

Ademas, también existiria la posibilidad de determinar
la concentracién de xilosa en suero, que indicaria
igualmente si el disacarido ha sido digerido o no. Este
método podria emplearse en aquellos pacientes en los
que la recogida de orina puede ser mas problematica,
como los pacientes ancianos o nifios.

Una de las principales ventajas de esta prueba en
comparacion con otros métodos como el test del aire
espirado es su sencillez, ya que no requiere equipos
muy complejos ni una interpretacion posterior de los
gréaficos obtenidos. Solo es necesario determinar la
concentracion de xilosa en la muestra y calcular la
cantidad total presente en ella.

Por otro lado, se trata de una prueba no invasiva y mas
comoda en cuanto a la toma de muestra, ya que el
paciente puede realizarla en su casa y llevarla
posteriormente al hospital.

Por Ultimo, las dosis de sustrato necesarias son mucho
menores, por lo que son mejor toleradas y no causan
ningun tipo de sintoma en la mayoria de los casos.

Como inconvenientes destaca el hecho de que no es
vélida en pacientes con enfermedad renal grave, ya que
la excrecion en orina de la xilosa va a estar disminuida;
ni tampoco esta indicada en aquellos que presenten
diabetes, alteraciones del vaciamiento gastrico o
hipertension portal.

En el ensayo realizado por Aragén JJ et al., se
compararon los resultados del test de gaxilosa en 205

pacientes con la biopsia intestinal (que es el método de
referencia) y también con el test de hidrégeno espirado
y la sobrecarga de lactosa. Se observé que el test de
gaxilosa presentaba un &rea bajo la curva superior
(Figura 4). Ademas, tanto la especificidad y la
sensibilidad como los valores predictivos positivo y
negativo fueron superiores al 90% y por tanto mayores
a los obtenidos para el test del hidrégeno y de la
sobrecarga oral (que estaban en torno al 70-80%)3.
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Figura 4. Curva ROC comparativa para el ensayo de
gaxilosa. Tomado de: Aragén JJ et al, 2014.

e Malabsorcion de fructosay sorbitol

La fructosa destaca también dentro de los principales
azucares implicados en la malabsorcion de hidratos de
carbono. Es importante diferenciar entre la intolerancia a la
fructosa (una enfermedad hereditaria causada por la
deficiencia en alguna de las enzimas hepéticas que
participan en su metabolizacion) y la malabsorcion de la
misma.

En el caso de la malabsorcidn de fructosa, aln existe cierta
falta de conocimiento sobre el proceso de absorcion de este
azucar y de los mecanismos implicados en la patologia.

Se sabe que GLUT5 es un transportador especifico de
fructosa que se encuentra en la membrana apical del
enterocito, por lo que se ha propuesto que la malabsorcion
sea debida a una menor expresion de este transportador. Sin
embargo, se cree que existen otros transportadores (como
GLUT2 y SGLT4) que también participan en la absorcion de
fructosa y que podrian tener algin papel en la explicacion
bioquimica de la malabsorcion.

Por ejemplo, se ha observado que la administracion conjunta
de glucosa con fructosa disminuye la sintomatologia de estos
pacientes y por tanto mejora su absorcion. De hecho,
aguellas frutas que presentan proporciones similares de
glucosa y fructosa, como las uvas o los pomelos, tienen una
mejor tolerancia que otras en las que la proporcion de
fructosa es mucho mayor. Esto puede deberse a la accion
del transportador GLUT2, que ademas de glucosa y
galactosa, es capaz también de cotransportar moléculas de
fructosa. Este transportador se encuentra en la membrana
basal del enterocito, y se ha propuesto su posible presencia

73



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

en la membrana apical, lo que ayudaria en parte a la
absorcién de la fructosa. Otra posibilidad seria que la glucosa
produzca un retraso del vaciamiento gastrico, favoreciendo
la llegada de la fructosa al intestino de forma progresiva y
facilitando asi su absorcion.

L Enterocyte

Apical
Basolateral

Fructose — —> Fructose

\ Fructose
Glucose
Galactose ™ Glucose _.—7 —> Glucose

- Galactose
i Galactose
2 Na+
=2 3 Na+
| < 2K+

[ |

Figura 5. Mecanismos de absorcion de azlcares. Tomado
de: Ebert K et al, 2016.

Sin embargo, en un estudio de Wilder-Smith et al.*
compararon la expresién de ARNm y de las proteinas de los
transportadores GLUT2 y GLUT5 entre pacientes con
malabsorcién de fructosa y pacientes control, y no se
encontraron diferencias significativas entre ambos, lo que
cuestiona que realmente la enfermedad esté debida a una
disminucion en la expresion de estos transportadores. Aun
asi, pueden estar implicadas otras causas a nivel de su
activacion, su localizacion subcelular o la abundancia en la
membrana.

Por otro lado, se sabe que la absorcion de fructosa se
relaciona con la edad, pero a diferencia de la intolerancia a
la lactosa en este caso la capacidad de absorcién es menor
en nifios pequefios y va aumentando progresivamente hasta
alcanzar niveles normales en torno a los 10 afios.

En la dieta, la fructosa se encuentra principalmente en la fruta
y las verduras, forma parte de la sacarosa y también se
encuentra en elevada proporcion en edulcorantes artificiales
como el jarabe de glucosa-fructosa. En cuanto al sorbitol, es
también muy utilizado como edulcorante y espesante. Estos
productos son cada vez mas empleados en la industria
alimentaria y forman parte de mdltiples alimentos,
principalmente zumos y refrescos. Este aumento que se ha
producido en su consumo es en parte responsable del
incremento en el numero de casos de malabsorcion de
fructosa y sorbitol en los ultimos afios.

El diagnostico suele realizarse por la medida de H2 y CH4
espirado tras la administracién de fructosa. Sin embargo, es
importante tener en cuenta las dosis a emplear, ya que se ha
visto que a elevadas dosis el transportador se satura
causando sintomas también en personas sanas. Por este
motivo, las dosis deben ajustarse para evitar falsos positivos.
La recomendacioén de la Guia de Consenso Norteamericana
de 2017 es administrar 25¢g de fructosal.
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Finalmente, una vez realizado el diagnostico, el tratamiento
va a consistir en eliminar el consumo de fructosa de la dieta
o reducirlo a dosis que la persona pueda tolerar.

CONCLUSION

La malabsorcion de hidratos de carbono se debe a
alteraciones en las enzimas o transportadores que participan
en su digestion, causando sintomas digestivos como diarrea
y dolor abdominal.

El método de diagnostico mas empleado suele ser el test de
aire espirado, que se basa en la deteccion del gas producido
en la fermentacion de los azlcares por la microbiota del
colon. Actualmente, la determinacién conjunta de hidrégeno
y metano, o la introduccién de alternativas como el test de
gaxilosa, suponen un importante avance en la precision del
diagndstico y la comodidad de los pacientes.
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EL LABORATORIO EN EL DIAGNOSTICO DE LAS PORFIRIAS
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INTRODUCCION

Las porfirias constituyen un grupo de enfermedades
hereditarias poco frecuentes, producidas por alteraciones en
la actividad de las enzimas implicadas en la biosintesis del
grupo hemo. La actividad reducida de alguna de estas
enzimas se traduce en una sobreproduccién y acumulo de
porfirinas y sus precursores.

e Sintesis del grupo hemo:

El grupo hemo funciona como grupo prostético de
numerosas proteinas que intervienen en procesos
relacionados con el O2. Entre estos se encuentran su
transporte (hemoglobina), su almacenamiento (mioglobina),
la respiraciéon mitocondrial (citocromos mitocondriales), la
destruccion de peroxidos (catalasa, glutation-peroxidasa) o
el metabolismo oxidativo (citocromo P450, citocromo b5-
monooxigenasas).

El grupo hemo es sintetizado por todas las células, excepto
los hematies, aunque esta produccién se da principalmente
en los eritroblastos (médula 6sea) y los hepatocitos. Esta
sintesis tiene lugar, principalmente, en el citoplasma, a
excepcion del primer paso y los tres ultimos que se producen
en la mitocondria. (Figura 1).

La primera reaccion de esta ruta biosintética consiste en la
condensacion de una molécula de succinil-CoA y una
molécula de glicina dando lugar a 5-aminolevulinato (5-ALA).
Esta reaccion estd catalizada por la enzima 5-
aminolevulinato-sintasa.

El 5-aminolevulinato migra desde la mitocondria hasta el
citosol para ser condensado con otra molécula de 5-
aminolevulinato por la enzima porfobilinégeno-sintasa
formando porfobilindgeno (PBG).

Posteriormente, la hidroximetilbilano-sintasa cataliza la unién
de cuatro moléculas de porfobilinbgeno para formar
hidroximetilbilano. Este puede convertirse lentamente en
uroporfirindgeno | por ciclacién espontanea o bien en
uroporfirinogeno Ill por la accion de la enzima
uroporfirinogeno lll-sintasa. La diferencia entre estos
isémeros radica en la disposicion de la cadena lateral pero
Unicamente el uroporfirindgeno Il continda la via de la
biosintesis del grupo hemo.

Antes de pasar a la mitocondria, el enzima uroporfirinégeno-
descarboxilasa oxida de forma secuencial cuatro grupos
metilcarboxilato generando coproporfirinégeno | o 1l en
funcion del uroporfirindgeno oxidado.

El coproporfirindgeno 1l pasard a la mitocondria donde la
coproporfirinégeno-oxidasa, que actla Unicamente sobre el
isémero lll, forma el protoporfirinégeno IX.
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Posteriormente, la protoporfirinégeno-oxidasa cataliza la
formacion de protoporfirina IX y finalmente, la ferroquelatasa,

cataliza la inserciéon de Fe2+ en la protoporfirina IX.
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Figura 1. Ruta biosintética del grupo hemo. La enzima
deficitaria produce la acumulacién de distintos compuestos
de la ruta dando lugar a los diferentes tipos de porfiria.
Tomada de: Buitrago, J y col, 2009.

e Caracteristicas quimicas de las porfirinas:

Las porfirinas son los productos estables derivados de la
oxidacion de porfirinégenos. Estos porfirinGgenos son
intermediarios inestables, incoloros y no fluorescentes y que
se oxidan rapidamente a porfirinas.

Debido a la estructura de dobles enlaces del anillo, las
porfirinas absorben fuertemente luz a 405 nm, lo que se
conoce como banda de Soret, emitiendo fluorescencia rojiza
entre 550 y 650 nm.

La polaridad de las porfirinas y, en consecuencia, su
solubilidad en agua, depende del nimero de carboxilos
presentes en el anillo pirrélico. Esto es importante tenerlo en
cuenta ya que, dependiendo de la polaridad, se vera
modificada la excrecion de porfirias en fluidos bioldgicos. La
uroporfirina presenta ocho grupos carboxilos siendo la
porfirina mas soluble en agua, excretandose a través de la
orina. Por otro lado, la protoporfirina solo presenta dos
grupos carboxilos siendo muy lipofila por lo que se elimina a
través de las heces. Existen porfirinas de solubilidad
intermedia como la coproporfirina que posee cuatro grupos
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Nombre Enzima afectada Herencia Porfirias mixtas
Deficiencia de porfobilindgeno- sintasa Porfobilinégeno- sintasa AR No
Porfiria aguda intermitente Hidroximetilbilano-sintasa AD No
Coproporfiria hereditaria Coproporfirin6geno oxidasa AD Si
Porfiria variegata Protoporfirindgeno-oxidasa AD Si

Tabla 1. Porfirias agudas. Adaptado de: Gonzalez Hernandez A. Principios de bioquimica clinica y biologia

molecular.

carboxilicos y se elimina tanto por las heces como por la
orina.

e Clasificacion

Desde el punto de vista clinico las porfirias se pueden
clasificar en porfirias hepéticas o porfirias eritropoyéticas
segun el lugar donde se produzca la sobreproduccion del
grupo hemo; o bien en porfirias agudas, cutaneas o mixtas,
segun la sintomatologia. Esta ultima clasificacion es la que
se va a emplear a lo largo del capitulo.

PORFIRIAS AGUDAS

La prevalencia de las porfirias agudas en su conjunto es baja
por lo que pueden considerarse enfermedades raras.
Ademas, la penetrancia clinica es baja, en torno a un 10 o un
20% lo que quiere decir que solo un 10-20% de los individuos
con alteracion genética sufrird un ataque agudo de porfiria.
Esto pone de manifiesto la importancia de los factores
ambientales para el desarrollo de una crisis de porfiria aguda.

Existen cuatro tipos de porfirias agudas: déficit de PBG
sintasa, porfiria aguda intermitente, coproporfiria hereditaria
y porfiria variegata; siendo estas dos Ultimas realmente
porfirias mixtas. (Tabla 1).

¢ Manifestaciones clinicas:

Las porfirias agudas no suelen manifestarse antes de la
pubertad, a excepcion de aquellos afectos homocigotos y
heterocigotos compuestos, que pueden presentar sintomas
a edades mas tempranas.

La aparicion de sintomas es mas frecuente en mujeres. Esto
es asi debido a que la produccién de progestagenos durante
la fase Iatea del ciclo menstrual es un potente
desencadenante de crisis porfiricas.

Los atagues agudos de porfirias se caracterizan por un
intenso dolor abdominal que puede irradiar a espalda y
extremidades. Puede acompafiarse de alteraciones del
sistema nervioso autébnomo como estrefiimiento, nauseas,
vomitos, hipertensién y taquicardia. Estos dos Ultimos signos
junto con la aparicién de orina de color oscuro o rojizo son
claves para la sospecha inicial de una crisis aguda. Durante
estas crisis, los pacientes también pueden presentar
alteraciones del sistema nervioso central como agitacion o
convulsiones y alteraciones del sistema nervioso periférico
como alucinaciones y debilidad. Si la crisis no se diagnostica
y se trata de forma adecuada, puede complicarse con
neuropatia motora periférica, tetraparesia e incluso la
muerte.

e Patogénesis y fisiopatologia:

Independientemente del defecto enzimatico, el mecanismo
fisiopatoldgico que va a desencadenar una crisis aguda es el
exceso de actividad del enzima ALAS-1 debido a una
regulacion positiva descontrolada. Diferentes factores como
el ayuno, las hormonas sexuales femeninas, el estrés, el
tabaco o el alcohol pueden actuar como factores
desencadenantes de una crisis aguda al activar al enzima
ALAS-1. Esta inducciéon, en combinaciéon con el defecto
enziméatico en la ruta biosintética del grupo hemo, conlleva a
una sobreproduccién y acumulacion de porfirinas y de sus
precursores PBG y 5-ALA, siendo el 5-ALA el causante de
los sintomas neuroviscerales del ataque agudo.

e Tratamiento:

Para el tratamiento de las porfirias agudas y para prevenir
crisis futuras es esencial evitar en la medida de lo posible
cualquier factor precipitante (metamizol, anticonceptivos
orales, ayuno, estrés, entre otros).

Durante una crisis aguda el tratamiento consiste en la
administracion de hemina intravenosa, que aumenta la
concentracion de hemo hepatico, inhibiendo la actividad de
ALAS-1 y en consecuencia, la formacién de precursores
PBG y 5-ALA

Para el tratamiento sintomético es habitual administrar
opiaceos, betabloqueantes, suero salino y antieméticos.

El farmaco Givosiran  (Givlaari®), de reciente
comercializacion, se trata de un ARN interferente que actla
degradando el ARN mensajero que codifica para el enzima
ALAS-1 en el higado, disminuyendo, por tanto, la actividad

enzimatica al disminuir los niveles del enzima.
e Seguimiento familiar:

Tras el diagndstico de una porfiria aguda es importante
realizar un estudio familiar para identificar posibles
portadores, a menudo asintomaticos. La deteccion de estos
portadores permite realizar una serie de recomendaciones
para evitar crisis (nombradas anteriormente), y la
instauracion del tratamiento especifico de manera precoz en
caso de presentar un ataque.
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Nombre Enzima afectada Herencia
Porfiria eritropoyética congénita (P. Giinther) Uroporfirinégeno lll-sintasa AR
Porfiria cutanea tarda Uroporfirinbgeno-descarboxilasa AD
Protoporfiria eritropoyética Ferroguelatasa AD
Protoporfiria ligada al cromosoma X 5-aminolevulinato sintasa 2

Tabla 2. Porfirias cutaneas. Adaptado de: Gonzalez Hernandez A. Principios de bioquimica clinica y biologia molecular.

En el caso de los nifios, es importante que se realicen el
estudio genético tan pronto como sea posible con la finalidad
de evitar ataques tras la pubertad.

PORFIRIAS CUTANEAS

Las porfirias cutaneas se caracterizan por la presentacion de
lesiones en la piel debido a la acumulacion de las porfirinas
en este 6rgano. (Tabla 2).

e Manifestaciones clinicas:

Las manifestaciones clinicas de las porfirias cutaneas son
debidas a la estructura quimica de dobles enlaces de las
porfirinas. La luz solar UV va a excitar a los electrones de las
porfirinas acumuladas en la piel que promocionan a un
estado triplete excitado que reacciona con el oxigeno
molecular generando radicales libres que provocaran las
lesiones dérmicas como enrojecimientos o ampollas. no
corresponde esta figura a lo que indica). Ademas, es comdn
que estos pacientes presenten un crecimiento anormal del
pelo o hipertricosis en las zonas expuestas a la luz UV.

e Tratamiento:

El nico tratamiento eficaz para este tipo de porfirias es evitar
la exposicion a la luz solar en la medida de lo posible y en
caso de exposicion, tomar medidas para proteger la piel.

Ademas, existen tratamientos farmacoldgicos mas
especificos en funcion del tipo de porfiria cutanea.

ESTUDIO BIOQUIMICO DE LAS PORFIRAS

El estudio bioquimico de las porfirias estd basado en el
estudio de los diferentes compuestos acumulados siendo el
patron de excrecion especifico de cada tipo de porfiria.

Entre las diferentes pruebas que se pueden realizar esta el
test de Hoesch como prueba cualitativa rapida de
precursores, la determinacion cuantitativa de 5-ALA, PBG y
porfirinas totales y fraccionadas en orina. Como pruebas de
segunda linea, se encuentran la cuantificacion de porfirinas
fraccionadas en heces y sangre, la actividad enzimatica
eritrocitaria y el estudio molecular de los genes implicados.

e Test de Hoesch:

El test de Hoesch es una prueba cualitativa rapida, sencilla y
barata que se realiza en orina de una miccion que debe llegar
a laboratorio protegida de la luz.

Este test permite la detecciéon de un exceso de PBG en la
orina del paciente. Para su realizacion, se afiaden un par de
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gotas de orina a 1 mL de reactivo de Erlich (4-
dimetilaminobezaldehido). Este reactivo reacciona con el
anillo pirrélico del PBG dando lugar a un compuesto
coloreado. (Figura 2). Si la orina vira a rosa, el test es positivo
y se procede a congelar la muestra para continuar el estudio.
Figura 3.

El test de Hoesch es positivo en crisis agudas de porfiria
aguda intermitente, porfiria variegata y coproporfiria
hereditaria.

5,
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Compuesto colireadn

Figura 2. Reaccién de Erlich. Tomada de: Segura N y col.
2018.

\
Negativo Positivo

Figura 3. En la imagen de la izquierda, se observa, en el
primer tubo, el reactivo de Erlich y en el segundo tubo, el
reactivo de Erlich tras la adicién de orina siendo el test
negativo al no producirse un cambio de color. En la imagen
de la derecha, se observa el viraje de la orina a color rosa,
siendo el test de Hoesch positivo. Elaboracion propia.

e Cuantificacidon de precursores en orina:

La cuantificacion de los precursores 5-ALA y PBG es util para
el diagnostico de porfirias agudas ya que se excretan de
forma elevada durante las crisis, aunque pueden ser
indetectables al cuantificarlos en wuna situacién sin
sintomatologia.

La muestra empleada es la orina ya que son compuestos
hidrosolubles y la técnica empleada para la cuantificacion es
la cromatografia en columnas de intercambio ionico y
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posterior valoracion colorimétrica tras adicion de reactivo de
Erlich y medicién de absorbancia a 555 nm.

Unos valores de 5-ALA elevados pueden darse ante ataques
agudos de porfiria aguda intermitente, porfiria variegata o
coproporfiria hereditaria, aunque también pueden verse
aumentados ante saturnismo o intoxicacion por plomo. Sin
embargo, unos valores de PBG aumentados podrian ser
indicativo de un ataque agudo de porfiria.

e Barrido fluorimétrico en plasma:

El fundamento de esta técnica se basa en que las porfirias
se excitan con luz UV a 405 nm y emiten fluorescencia en un
rango de longitudes de onda que abarca desde los 550 nm a
los 700 nm, dependiendo la longitud de onda maxima de
emision de las porfirinas acumuladas.

Un pico entre 634 y 636 nm es sugerente de protoporfiria
eritropoyética, un pico entre 626 y 628 nm, lo es de porfiria
variegata; mientras que si el pico se encuentra entre 619 y
621 nm orienta hacia porfiria cutanea tarda, coproporfiria
hereditaria, porfiria aguda intermitente o porfiria de Glnther.
(Figuras 4y 5).

Figura 4. Barrido fluorimétrico negativo. Elaboracion propia.

Figura 5. Ejemplo de barrido fluorimétrico donde se
observa un pico de emisiéon a 627 nm sugerente de porfiria
variegata. Elaboracion propia.

e Andlisis de porfirinas totales y fraccionadas en
orina:

El andlisis de porfirinas totales y fraccionadas en orina
permite individualizar y cuantificar las diferentes porfirinas en
funcién del grupo carboxilicos.

En primer lugar, se realiza un barrido espectrofotométrico
para conocer de forma cualitativa la presencia o no de
porfirinas en orina. Si el barrido es positivo, se separan y
cuantifican las porfirinas por HPLC en fase reversa con
detector de fluorescencia. Las porfirinas determinadas son
(segun el nimero de grupos carboxilicos que poseen), URO
(I'y 1), hepta-, hexa-, penta-, COPRO (1 y Ill). (Figura 6).

e Analisis de porfirinas en heces:

Para realizar el analisis de porfirinas en heces, en primer
lugar, es necesario realizar una extracciéon con solventes.
Posteriormente, se realiza  espectrofotometria vy
cuantificacion por HPLC con detector fluorimétrico. El patron
caracteristico de una coproporfiria hereditaria es encontrar
valores elevados de porfirinas a favor de la fraccion COPRO
Il mientras que la porfiria variegata presentara valores
elevados de la fraccion PROTO. Sin embargo, la porfiria
aguda intermitente tendrd valores normales de ambas
fracciones y la porfiria cutanea tarda presentara elevacion de
isocoproporfirinas.

e Protoporfirina eritrocitaria:

Para la cuantificacion de protoporfirinas se emplea el método
Piomelli y la posterior cuantificacion fluorimétrica.

e Zn-protoporfirinay protoporfirina libre:

Los eritrocitos contienen protoporfirina libre 'y Zn-
protoporfirina y el porcentaje de Zn-protoporfirina permite
discernir entre protoporfiria eritropoyética y protoporfiria
ligada al cromosoma X. Para determinar este porcentaje, se
excita a una longitud de onda de 415 nm un hemolizado de
hematies en etanol, realizando un barrido de longitudes de
onda de emision entre los 550 y los 700 nm. La absorbancia
méaxima de la Zn-proto se encuentra a 590 nm mientras que
la de la proto libre a 634 nm. Con la medida del area de estos

picos se obtiene el porcentaje de cada una de las fracciones.
(Figura 7).

Figura 6. Barrido fluorimétrico de un hemolizado de
hematies de un paciente con protoporfiria eritropoyética.
Elaboracién propia.

79



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

Hoabn | BT PIAFTRTHAS I 11370358 5

£y
=
B
=
-
=

T e Uy |

a5 g s
sr

2 dEIE

2
]
2
]
o}

- bl

| it Frascsrhnmpziphy s
VTR LS

Edo=E 1] = s} 2 ! |
- =" —vlllv—lv—_"!“"'"r'l'l'l"r""""' ettt |-'| i "+ ¥ T - | _I|_|_""‘"‘ =
Figura 7. Patrén caracteristico de coproporfiria hereditaria. Elaboracion propia

ESTUDIO GENETICO DE LAS PORFIRIAS CONCLUSION

El diagndstico definitivo de la porfiria se alcanza con la El diagnéstico de porfiria es un proceso complejo que abarca
secuenciacion NGS por panel dirigido de los diferentes desde la correcta anamnesis del paciente, la interpretacion
genes nucleares que codifican las enzimas involucradas en de los datos bioquimicos hasta la secuenciacion de los genes
la biosintesis de porfirinas y del grupo hemo. (Tabla 3). implicados. (Tabla 4).

Porfiria Gen Enzima codificada BIBLIOGRAFIA GENERAL

Porfiria aguda

. . HMBS HMB sintasa - Castelbdn Fernandez FJ, y col. Protocolo de actuacion
intermitente

en pacientes con sospecha de porfiria aguda. Rev Clin

firi .
C::rr:(?i?a[rli;a CPOX Copro oxidasa Esp. 2020.
- Badminton MN y col. Porphyrins and the Porphyrias.
Porfiria variegata PPOX Proto oxidasa Tietz. 776-799.
. ] - Macias Conde My col. Sintesis y degradacion del
Porfiria cutanea .
tarda UROD Uro descarboxilasa hemo. Porfiria. Hiperbilirrubinemia. En: Principios de
bioquimica clinica y patologia molecular. 3ed.
Porfiria de . . . L -
Giinther UROS Uro Il sintasa - Gonzalez A. Principios de bioquimica clinica y

patologia molecular. 3° ed. Barcelona: Elsevier. 2019.

Deficiencia de

PBG-sintasa ALAD PBG-sintasa

Protoporfiria

. . FECH Ferroquelatasa
eritropoyética

Tabla 3. Genes secuenciados en un panel de porfirias.
Elaboracién propia.
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Parametro aumentado Pico de
Porfiria Enzima Gen Herencia | Manifestacion emisioén
Orina Heces | Hematies | €n plasma
Defici i PBG- .
€ ICIer?CIa de PBG PBG-sintasa ALAD AR Aguda 5-ALA Zn-Proto
sintasa
B 5-ALA
orfiria aguda HMB sintasa | HMBS |  AD Aguda 620 nm
intermitente PBG
Porfiria URO I
it ’t' URO | —
eritropoyetica Uro Illl sintasa | UROS | AR Cuténea COPRO | copro | 625620
congénita (P. COPRO | I nm
Gunther) Zn-Proto
Porfiria cutanea Uro ) Iso- 625 - 620
tarda descarboxilasa UROD AD Cutanea URO COPRO nm
5-ALA
firi
Coprop.or I.”a Copro oxidasa | CPOX AD Mixta PBG COPRO 620 nm
hereditaria [}
COPRO Il
1 -
Porfiria variegata Proto oxidasa | PPOX AD Mixta PBG 624-627
PROTO nm
COPRO Il
IX
- PROTO
Prot f -
.ro OpOI’,IIan Ferroquelarasa | FECH AD Cutanea PROTO | (Zn-Proto 625-634
eritropoyética 0-15%) nm

Tabla 4. Cuadro resumen del diagnéstico diferencial de las porfirias. Elaboracién propia.
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ESTUDIO DEL LIiQUIDO ARTICULAR EN EL LABORATORIO

CLINICO

Autor: Maria del Valle Romero Real, Laura Carrasco Parrén

Servicio de Bioquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Liquido Sinovial, Diartrosis, Artrocentesis

INTRODUCCION

El liquido sinovial se encuentra en las cavidades de las
articulaciones moviles, también denominadas diartrosis
como son las articulaciones que constituyen el hombro, el
codo o la rodilla; a diferencia de las articulaciones inmoviles
o sinartrosis, como la del craneo, o semimoviles o anfiartrosis
como la del pubis.

Las articulaciones moviles estan revestidas por cartilago y
separadas entre si por una membrana que contiene el liquido
sinovial, tal y como se observa en la Figura 1.
Conjuntamente, cartilago y liquido sinovial, reducen la
friccibn entre los huesos durante el movimiento de la
articulacion. Ademas de proporcionar lubricacion a las
articulaciones, el liquido sinovial suministra los nutrientes al
cartilago y disminuye el impacto de compresién de la
articulacion que se produce durante actividades como
caminar o trotar.

Membrana

o Cartilago hialino
sinovial

Capsula
articular

Hueso Liquido sinovial

Cavidad articular

Figura 1. Caracteristicas principales de una articulacion
sinovial. Adaptado de la referencia 10.

Este liquido se forma por ultrafiltracion del plasma en la
membrana sinovial. Esta filtracién no es selectiva, de modo
gue su composicion es similar a la del plasma, salvo por la
exclusién de proteinas de elevado peso molecular. Ademas,
esta constituido por acido hialurénico y una cantidad
pequefia de proteinas secretadas por los sinoviocitos. Las
moléculas de acido hialurénico contribuyen a la viscosidad
notable del liquido sinovial, siendo este un mucopolisacarido
de elevado peso molecular que tiene como unidades
estructurales de repeticion al acido glucurénico y a la N-acetil
glucosamina, unidos por enlace glicosidicos (1 2> 3) y
B(1 > 4).2
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OBTENCION DE MUESTRA Y ASPECTO
e Indicacion y obtencion

El analisis del liquido sinovial es de utilidad manifiesta en las
unidades de reumatologia y ortopedia con el fin de orientar
el diagndstico en caso de artritis con diagndstico incierto o
sospecha de artritis séptica o infecciosa, de edema
intraarticular o articular, de artritis inducida por cristales, de
artritis aguda o gotosa, de traumatismo con edema articular
o sospecha de hemofilia. 23

Asimismo, y junto con la historia clinica, la exploracién y el
estudio radioldgico, el andlisis del liquido articular
desempefia un papel esencial en la evaluacion y diagnéstico
clinico de los pacientes atendidos en urgencias con
sintomatologia articular aguda.

A estas indicaciones diagndsticas se le une la terapéutica,
dado que la extraccién del fluido puede conllevar el alivio del
dolor ocasionado por la distension de la capsula articular que
tiene lugar en los derrames articulares. Su evacuacion
también puede mejorar los sintomas ocasionados por la
artritis asociada a cristales o por la hemartrosis. En el caso
de la artritis infecciosa, tanto la extraccion del liquido como
el lavado articular se hacen imprescindible durante los tres
primeros dias de evolucién.

Para su evacuacion, el liquido articular es aspirado con aguja
en un procedimiento conocido como artrocentesis, realizado
fundamentalmente en la articulacion tibiofemoral o
articulacion de la rodilla, previa asepsia de la zona a
puncionar y del material necesario. Sin embargo, cualquier
otra articulacion puede ser objeto de estudio.

Como resultado del procedimiento, se obtendra el mayor
volumen posible de liquido que se distribuird en al menos tres
contenedores estériles siendo cada uno ellos para recuento
celular con anticoagulante EDTA-K3, bioquimica con
anticoagulante de heparina de litio y para estudio
microbiolégico sin anticoagulante. En ocasiones puede ser
requerido un tubo adicional para estudio citolégico desde el
servicio de anatomia patolégica en aquellos casos de
sospecha de proceso tumoral o enfermedad por depésito.*

e Aspecto del liquido articular en condiciones
fisioldgicas

En condiciones no patolégicas, el volumen de liquido

articular obtenido serd de aproximadamente 3,5 mL y este

presentara un color gradual entre incoloro a amarillo claro,

de aspecto claro y viscosidad moderada debido a la

polimerizaciéon del acido hialurénico. Esto puede observarse
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gracias al filamento que se forma al pipetear la muestra con
una jeringa. Un filamento de 4 a 6 cm se considera dentro de
los limites fisiologicos.3

ANALISIS DEL LIQUIDO SINOVIAL

Un adecuado andlisis del liquido sinovial debe incluir, en la
mayoria de los casos, el recuento celular y diferencial, la
observacion de cristales, la determinacion de los niveles de
glucosa y proteinas, la tincion de Gram y Zhiel Neelsen y el
cultivo en los medios adecuados.

Cuando la cantidad de liquido sinovial obtenida sea
insuficiente, se deben priorizar los estudios en favor del
recuento celular, el cultivo y la valoracion de cristales.*

e Estudio macroscépico

Desde el punto de visto del analisis macroscopico, se puede
recoger informacion acerca del color, claridad, volumen y
viscosidad del liquido articular.

El volumen de liquido presentara variaciones en funcién de
la articulacion y de la cantidad acumulada. Por ejemplo, en
la articulacion tibiofemoral, la cantidad normal de liquido
sinovial es de alrededor de 3,5 mL, pero puede
incrementarse hasta unos 25 mL en un proceso inflamatorio.
En algunos casos, por el contrario, sélo se pueden obtener
algunas gotas, suficientes para un analisis microscopico o
bacteriolégico.

Como se indicaba previamente, el aspecto normal del liquido
sinovial es claro y de color amarillo palido. Sin embargo, en
procesos inflamatorio adquiere un tono amarillo intenso y en
los procesos sépticos, verdoso.

La turbidez, por su parte, se asocia fundamentalmente a la
presencia de leucocitos, aunque la presencia de células
sinoviales y fibrina también pueden ser las responsables de
este aspecto y, los cristales, de presentar una apariencia
lechosa.

La viscosidad del liquido sinovial se ve comprometida en
procesos patolégicos como la artritis, que afecta a la
polimerizacion del hialurénico. Este grado de polimerizacion
puede estimarse mediante la prueba de Ropes o coagulo de
mucina. Al tratar el liquido con una disolucion al 2-5% de
acido aceético, se forma un coagulo rodeado de un liquido
claro. A medida que la capacidad de polimerizacion del acido
hialurénico disminuye, el coagulo formado es menos
consistente y el liquido circundante, de mayor turbidez. Esta
prueba no se lleva a cabo en la practica clinica diaria debido
a que en todas las formas de artritis decrece la viscosidad del
liqguido sinovial, obteniéndose una pequefia informacién
diagnostica.®
e Estudio citolégico

El liquido sinovial debe analizarse con la mayor celeridad
posible tras la artrocentesis con el fin de evitar la lisis de las

células. Este contaje puede llevarse a cabo manualmente o
de manera automatizada.

- Metodologia para el recuento de la celularidad

1. El recuento manual en cadmara Nebauer, Burker u otra se
realiza sobre la muestra original, en liquidos claros, o diluida
con suero fisioldgico, en liquidos turbios. Debe evitarse el uso

de disoluciones diluyentes que contengan acido acético, ya
gue pueden precipitar el acido hialurénico como un "coagulo
de mucina" que atrapa los glébulos blancos y altera el
recuento resultante. Las disoluciones salinas de
concentracion 0,3%, por el contrario, son un diluyente
apropiado para ocasionar el choque osmético de los glébulos
rojos contaminantes y permitir el contaje leucocitario.

2. Recuentos automatizados. Los analizadores de sangre
y orina han demostrado ser Utiles para el recuento de células
de otros fluidos corporales. Entre ellos se encuentra el
analizador Unicel DxH que utiliza la tecnologia Coulter
basada en laimpedancia. Su uso para liquido sinovial ha sido
aprobado por la FDA y un estudio reciente confirmé la
transferibilidad de los resultados de Unicel DxH 800 con la
microscopia 6ptica.

- El contaje de hematies se basa en el principio de
medicién del flujo de corriente continua. El analizador
hace pasar la muestra, que previamente ha diluido en
una disolucion conductora de NaCl al 0,9%, a través de
un orificio por el que circula una corriente eléctrica
continua. A medida que cada eritrocito atraviesa el
orificio, produce un aumento en la resistencia eléctrica
gue se traduce en una disminucion de la corriente y la
amplitud de este cambio es proporcional al tamafio de la
célula. De este modo, cada célula queda registrada
como un impulso eléctrico y el tamafio de la misma es
evidenciado en la amplitud de cambio en la resistencia.
Se obtienen asi una gréafica en la que se representa el
namero de células contadas en el eje de ordenadas (Y)
y la distribucion por tamafio celular (fL) en el eje de
abscisas (X).

- El contaje leucocitario se basa en el principio de
mediciébn de la citometria de flujo con un laser
semiconductor, previa hemolisis de los glébulos rojos
con el tratamiento surfactante adecuado. El haz laser
atraviesa cada una de las células, de modo que sus
elementos formes producen alteracion del haz resultante
longitudinal y perpendicularmente al haz incidente. La
luz dispersada en la direccién del haz incidente o Foward
Scatter (FSC) releva informacion acerca del tamafio
celular, de modo que cuanto mayor sea el tamafio de la
célula, mayor serd la penumbra originada, que sera
recogida por el detector situado tras la muestra. Por su
parte, la dispersion de la luz lateral o Side Scatter (SSC)
evidenciara la complejidad celular. Una mayor
complejidad celular consecuencia de un mayor
contenido de estructuras y organulos celulares
ocasionara una mayor dispersion del haz incidente, que
sera registrado por un detector colocado en angulo de
90° con respecto al haz incidente.

La informacion resultante queda recogida en mapas
tridimensionales o scattergramas, como el que se
muestra en la Figura 2, en los que se representa la
abundancia relativa de células, el tamafio y la
complejidad celular de las mismas.

El método de referencia en el analisis celular de los liquidos
biologicos es el método manual en camara citométrica de
Nebauer, Burker u otra. Sin embargo, esta metodologia es
lenta, necesita de personal adecuadamente formado y no se
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encuentra exento de la variabilidad interobservador, que
puede dar lugar a errores. Es por ello por lo que la
automatizacion del recuento celular ha ido ganando
protagonismo al estandarizar el proceso, mejorar la precision
y simplificar el analisis.

Tamafio

Neutrofilos

Linfocitos @

Complejidad

Basdfilos @

Otras células (células de
revestimiento sinovial, células del
cartilago, células malignas ...)

Figura 2. Diagrama de dispersion o scattergrama de
poblaciones leucocitarias de liquido articular. Elaboracion
propia

A las ventajas ya mencionadas cabe adicionar que la
incorporacion de los contadores automatizados reduce el
tiempo de respuesta, la exposicién a riesgos biolégicos y son
efectivos con bajos limites de deteccion y cuantificacion. 6789

- Valores de referencia y situaciones patologicas

Los valores de referencia en la distribucién leucocitaria del
liquido articular son 7% de neutrdfilos, 24% de linfocitos, 48%
de monocitos, 10% de macréfagos y 4% de células de
revestimiento sinovial. Alteraciones en esta distribucion
pueden ser sugestivas de proceso inflamatorio o séptico.

Las células de revestimiento sinovial, asi como otras de gran
tamafio quedan representadas en la parte superior del
scattergrama debido a su mayor tamafio y complejidad y
pueden aportar informacién acerca de un proceso de artritis
reactiva, en el caso de las células LE 6 las células de Reiter,
o de la artritis reumatoide en el caso de observar ragocitos o
células RA; no asi en el caso de la presencia de células de
revestimiento, quienes pueden hallarse en liquidos
articulares no patolégicos.

Asimismo, la revision de células de elevado tamafio y
complejidad debe hacer sospechar de la presencia de
células neoplasicas caracterizadas morfologicamente por
tamafio celular polimorfo con formas muy grandes, ndcleos
de tamafio y configuracion distintos, elevada relacion nicleo-
citoplasma, intensa basofilia, agrupacién celular no
delimitada, nucleolos de gran tamafio y figuras mitéticas, en
la tincion. Se hace por ello conveniente realizar, en caso de
sospecha de células neoplasicas, la tincion de una
preparacion de la muestra con Wright-Giemsa con el fin de
llevar a cabo la revision al microscopio de la naturaleza
celular, pudiendo ser una herramienta de importancia en la
orientacion diagnéstica. !

- Empleo de hialuronidasa en el contaje celular

Uno de los inconvenientes que puede presentar el analisis
automatizado del liquido sinovial es consecuencia de la
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presencia de acido hialurénico. Este mucopolisacarido
aumenta la viscosidad del liquido, pudiendo obstruir la celda
de flujo y ocasionar un inadecuado funcionamiento del
analizador.

En estas situaciones, cabe contemplar el tratamiento del
liquido de caracteristicas viscosas con hialuronidasa, una
endoglicosidasa que hidroliza este mucopolisacarido por
rotura de los enlaces glicosidicos, facilitando asi el estudio al
conseguir disminuir la viscosidad.1°

En el estudio realizado por Froom et al.,, en el que se
compara el contaje de células nucleadas en liquido sinovial
de forma manual y en un analizador automatico en ausencia
y presencia de hialuronidasa, se pone de manifiesto la
infraestimacién en el nimero de leucocitos cuando no se
utiliza la enzima, lo cual haria, en algunos casos, que no se
distinguiese una artritis séptica de otra que no lo fuese. De
ahi, la importancia en el correcto tratamiento de la muestra
en funcién de sus caracteristicas fisicas.!*

Uno de los protocolos descritos en la literatura cientifica para
el pretratamiento de las muestras de liquido articular de
naturaleza viscosa consiste en transferir un volumen de 1mL
de muestra a un tubo de ensayo que contiene hialuronidasa.
Tras incubacion a 37°C durante 30 min y 10 min de
centrifugacion a 931g, se procede a realizar su andlisis
manual o automatizado.!?

e Identificacién de cristales

La presencia de cristales en el liquido sinovial es importante
en el diagndstico y evaluacion de la artritis. Esto es debido a
que la formacién de cristales en una articulacion con
frecuencia produce inflamacién aguda y dolor y esto puede
convertirse en un proceso cronico.

Las causas de formacion de cristales incluyen trastornos
metabdlicos, disminucién en la excrecion renal de sustancias
guimicas que se acumulan y cristalizan y las inyecciones
medicamentosas en la articulacién.

El examen de los cristales debe realizarse tras la recoleccion
del liquido, ya que estos pueden sufrir alteraciones con los
cambios de pH y temperatura. Ademas, es necesario evitar
la degradacion celular ya que los cristales pueden localizarse
tanto intracelular como extracelularmente. Por ello, es
importante que su observacion se lleve a cabo sobre la
muestra en un contenedor sin anticoagulantes y sin que esta
se haya refrigerado durante periodos prolongados o
congelado.

La identificacion de los cristales se lleva a cabo de acuerdo
a su morfologia y birrefringencia. La primera de las
caracteristicas puede valorarse con un microscopio de luz
ordinaria. Sin embargo, el estudio de la birrefringencia debe
realizarse empleando un microscopio de luz polarizada,
normalmente acompafiado de un compensador rojo de
primer orden. 1013

- Observacion de cristales en microscopio de luz
polarizada

La presencia en el liquido articular de cristales birrefringentes
hace necesario el empleo del microscopio de luz polarizada.
Son birrefringentes aquellos cristales que tienen un indice de
refraccion que depende de la direccion de propagacion de la
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luz. Para estudiar esta propiedad Optica, se requiere de un
microscopio con dos filtros polarizadores. La caracteristica
principal de estos elementos es que filtran la luz polarizada
lineal, que oscila en una sola direccién. El primer filtro se
llama polarizador y se coloca entre la fuente luminosa del
microscopio y la muestra. El segundo filtro se llama
analizador y se coloca entre la muestra y los oculares del
microscopio. Una vez que el analizador y el polarizador estan
alineados perpendicularmente, se produce un fondo oscuro
y cualquier estructura birrefringente se muestra con
caracteristicas brillantes o coloridas en este fondo oscuro.
Generalmente, se utiliza un compensador rojo para eliminar
la luz verde de modo que el fondo se observa rosa, en vez
de negro oscuro.

Cuando un cristal genera un plano de luz paralelo al del
compensador, se observa de color azul y se dice que tiene
elongacion positiva. Si, por el contrario, se orienta
perpendicular al plano del analizador, se observara amarillo
(elongacién negativa).

- Cristales mas frecuentes

Los principales tipos de cristales que pueden observarse en
liquido articular son el urato monosddico y el pirofosfato
calcico dihidratado.

1. Urato monosédico

Los cristales de urato monosddico aparecen como formas de
aguja o0, menos frecuentemente, como esferulitos
redondeados que pueden localizarse tanto intra como
extracelularmente. Estos cristales presentan una fuerte
birrefringencia negativa, se manifiestan en caso de gota y
son consecuencia de la alteracion en el metabolismo de las
purinas, elevado consumo de purinas en dieta o disminucion
en la excrecién renal de &cido Urico.

2. Pirofosfato calcico

Los cristales de pirofosfato calcico tienen aspecto romboidal
y se presentan cuando existen elevados niveles de calcio y
pirofosfato en el cartilago. Estos cristales presentan una débil
birrefringencia negativa y se asocian a pseudogota, de
sintomatologia similar a la gota y cuyos factores de riesgo
incluyen la edad, traumatismos, desequilibro hidroeléctrico y
otras patologias relacionadas con las glandulas tiroideas.

- Otros cristales

Otros cristales que pueden visualizarse en el estudio del
liguido articular son los cristales de colesterol,
corticosteroides, oxalato calcico o hidroxiapatita:

1. Cristales de colesterol: se evidencian como placas
romboidales con muescas y de birrefringencia negativa
en aquellos liquidos articulares inflamatorios o
asociados a procesos reumatoides, de pacientes con
lupus eritematoso o con espondiloartropatias.

2. Cristales de corticosteroides: se muestran como
placas planas de forma variable, con birrefringencia
positiva 0 negativa. Se manifiestan en pacientes a los
gque se les ha administrado corticoides de forma
intraarticular, previamente y pueden persistir hasta un
mes tras la inyeccion.

3. Cristales de oxalato calcico: son cristales en forma de
sobre, con birrefringencia negativa y se suelen encontrar
en pacientes con artropatia asociada a didlisis renal
crénica o en casos de oxalosis primaria, un error innato
del metabolismo.

4. Cristales de hidroxiapatita: son particulas pequefias
sin birrefringencia, por lo que son dificiles de observar a
menos que se encuentren agrupados. Aparecen en
algunas artritis y su presencia se asocia con inflamacién
sintomatica aguda.

5. Cristales de hematoidina. Estos cristales se forman
como consecuencia de la degradacion de la
hemoglobina y se pueden detectar en pacientes con
hemartrosis. Morfol6gicamente, son de forma romboidea
o rectangular y birrefringencia positiva o negativa.
Debido a la posibilidad de confundirlos con cristales de
hematoidina, es necesario Vvisualizarlos en el
microscopio optico, donde se manifiestan de color café
u oro.

Otros cristales aun mas inusuales son los cristales de
Charcot-Leyden. Estos estan constiuidos por lisofosfolipasa
o fosfolipasa B, presentan forma de puro, birrefringencia
positiva 0 negativa y pueden evidenciarse en pacientes con
sinovitis eosinofilica asociada a vasculitis. 1314

En la Figura 3 se recogen algunos de los cristales que
pueden hallarse en el estudio microscopico del liquido
sinovial.

W, Fhe
-

‘l

™ & n

Figura 3. Cristales de relevancia en liquido articular. a)
Urato monosadico extracelular, microscopio de luz
polarizada x200. b) Pirofosfato célcico, microscopio de luz
polarizada. c) Cristales de colesterol en preparacion de gota
gruesa, microscopio de luz polarizada x200. d) Cristales de
corticosteroides, microscopio de luz polarizada x100. e)
Cristales de oxalato calcico, microscopio de luz polarizada
x400. f) Cristales de hidroxiapatita de calcio tefiidos con rojo
de alizarina, microscopio de luz visible, x400. g) Cristales de
hematoidina, microscopio de luz polarizada x400. h) Cristal
de Charcot-Leyden, microscopio de luz visible x400.
Adaptado de la referencia 13 y 15.

e Estudio bioquimico

Al ser un ultrafiltrado del plasma, el liquido sinovial presenta
resultados de los parametros bioquimicos similares a los
séricos. Consecuentemente, pocas pruebas son de
importancia en el area clinica, siendo los mas solicitados los
niveles de glucosa y proteinas.
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Los niveles de glucosa suelen ser unos 10 mg/dL inferior a la
glucosa plasmatica y decrecen significativamente en los
desdérdenes inflamatorios y sépticos. Es por ello importante
determinar simultdneamente los niveles en liquido articular y
plasma.

Por su parte, los niveles de proteinas son inferiores a 3 g/dL,
lo que constituye aproximadamente un tercio de las proteinas
plasmaticas. Esto es consecuencia de que las moléculas de
elevado peso molecular no son filtradas a través de las
membranas sinoviales. Este nivel proteico en liquido se ve
incrementado en los procesos inflamatorios y hemorragicos,
aunque su medicion a nivel individual no permite la
clasificacion de estos desdrdenes.

Otros parametros que pueden completar el estudio
bioquimico del liquido sinovial son el lactato y el acido Urico.
El primero de ellos proporciona una rapida diferenciaciéon de
un proceso inflamatorio de uno séptico, elevandose en los
procesos infecciosos por encima de 250 mg/dL. Por su parte,
la determinacion de &cido Urico puede ser sustitutivo en el
apoyo al diagndstico de gota en aquellos casos en los que
no sea posible demostrar la presencia de cristales de urato
monosadico.*

e Estudio microbiolégico

En condiciones no patolégicas, hay ausencia de
microorganismos en el liquido sinovial. Sin embargo, ante la
sospecha de un proceso séptico, el liquido articular sera
susceptible de estudio microbioldgico. Este incluira la tincion
de Gram, menos frecuentemente de Ziehl Neelsen, y los
cultivos correspondientes.

La tincibn de Gram permite la observacion directa de
bacterias y hongos al microscopio 6ptico. Este estudio es
sencillo y de gran utilidad en el diagndstico de la artritis
séptica.

Por su parte, la tincion de Ziehl Neelsen, solicitada con
menos frecuencia, se utiliza ante la sospecha de bacilos
acido-alcohol resistentes como el complejo Mycobacterium
tuberculosis. Generalmente, los resultados de la tincién son
negativos dado que su sensibilidad se encuentra en torno al
2'% y el cultivo, la histopatologia o las técnicas moleculares
para micobacterias son mas recomendables en el
diagndstico de la artritis tuberculosa.

Por su parte, el cultivo y antibiograma permiten aislar e
identificar al microorganismo responsable, con el fin de
establecer un tratamiento antimicrobiano eficaz. Los
patdgenos articulares mas frecuentes son Neisserias,
estafilococos, estreptococos y Gram negativos. Un cultivo
estéril no descarta completamente la infeccion ya que el
inoculo bacteriano puede ser insuficiente o su crecimiento
puede estar inhibido por un tratamiento previo. Es por ello
por lo que se aconseja descontinuar el uso de antibidticos al
menos 24 horas antes de la obtencion del liquido articular.
En cualquier caso, un resultado estéril ante una sospecha
séptica debe alertar de la presencia de otros
microorganismos que no crecen en los medios habituales y
necesitarian de enriquecimientos selectivos como gonococo,
hongos, espiroquetas, treponemas o micobacterias. 314
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TIPOS DE LiQUIDO SINOVIAL Y PATOLOGIAS
ASOCIADAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis del
liquido articular, es posible realizar una clasificacion del
mismo en diferentes grupos que permiten ayudar al
diagndstico diferencial. Estos son liquido sinovial normal, no
inflamatorio, inflamatorio moderado, inflamatorio intenso,
infeccioso y hemorragico y quedan recogidos en la Tabla 1.
Cada una de estas categorias de liquidos patolégicos guarda
relacion con determinados diagndsticos diferenciales.

El liquido articular no inflamatorio se caracteriza por un color
amarillo de aspecto claro y elevada viscosidad. Su recuento
celular suele presentar una concentracion leucocitaria
inferior a 2000 gl6bulos blancos por mms3, siendo un 25% de
ellos polimorfonucleares. A nivel bioquimico, muestra valores
de glucosa que suponen un 10% con respecto a los niveles
plasmaticos (cociente liquido/sangre 0,8-1,0) y proteinas de
2 g/dL. Este liquido, libre de cristales y sin alteraciones en el
estudio microbiol6gico, puede ser presuntivo de artrosis,
trauma, osteocondritis, artritis reumatoide precoz, necrosis
aséptica, sinovitis cristalina  intercrisis, amiloidosis,
osteopatia hipertréfica o enfermedades por depdésito.

En siguiente lugar, el liquido sinovial de caracteristicas
inflamatorias puede clasificarse como inflamatorio moderado
0 intenso.

En el primero de los casos, el fluido presenta un aspecto
amarillento turbio de baja viscosidad y recuento leucocitario
de 5000 a 30000 células por mms3, con predominio
mononuclear. A nivel bioquimico, se caracteriza por niveles
aumentados de glucosa y proteina y presencia de lactato.
Este liquido estéril y sin cristales puede orientar a un proceso
de artritis reumatoide, sindrome de Reiter o colagenosis.

Por su parte, el liquido inflamatorio intenso presenta un color
de amarillo a lechoso, es opaco y turbio y presenta muy baja
viscosidad. En el contaje celular destaca entre 20000 a
80000 leucocitos por mms3, siendo mas del 60%
polimorfonucleares. Los pardmetros bioquimicos son
analogos a aquellos descritos para el liquido inflamatorio
moderado. Adicionalmente, puede evidenciarse en él la
presencia de cristales, asociandose este hallazgo a gota o
pseudogota.

El liquido de caracteristicas séptica es purulento, opaco y de
muy baja densidad. En este caso, hasta el 95% de los
leucocitos son polimorfonucleares, siendo su contaje total
desde 50.000 a mas de 100.000 por mm3. Destaca los
elevados niveles de lactato, niveles aumentados de
proteinas (> 3,5 g/dL) y disminuidos de glucosa (> 50%
inferior a la plasmatica), que pone de manifiesto la presencia
microorganismos bacterianos (artritis séptica o tuberculosa)

En dltimo lugar, un liquido articular de naturaleza
hemorragica puede ser indicativo de trauma, nefropatia,
discrasia sanguinea, tratamiento anticoagulante, prétesis
articular, tumores primarios y metastasicos, leucemia y
sinovitis vellonodular.
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Tipo de liquido

Hallazgos de laboratorio

Patologias asociadas

Normal

Color amarillo y aspecto claro
Viscosidad elevada
< 200 leucocitos/mm3 (25% PMN)
Glucosa 10% de la sanguinea (glucosa sinovial/glucosa
sanguinea 0,8-1,0)

Proteinas 2g/dL

No inflamatorio

Color amarillo y aspecto claro
Viscosidad elevada
< 2000 leucocitos/mm? (25% PMN)
Glucosa 10% de la sanguinea (glucosa sinovial/glucosa
sanguinea 0,8-1,0)
Proteinas 2g/dL

Trastornos aticulares degenerativos, artrosis,
trauma, osteocondritis, AR precoz, necrosis
aséptica, sinovitis cristalina intercrisis,
amiloidosis, otepatia hipertréfica,

enfermedades por depésito.

Inflamatorio moderado

(origen inmunitario)

Color amarillo y aspecto turbio
Viscosidad disminuida
5000-30000 leucocitos/mm? (< 50-60% con predominio
mononuclear)

Presencia de bajos niveles de lactato
Glucosa 20-25% inferior de la sanguinea (glucosa
sinovial/glucosa sanguinea 0,5-0,8)
Proteinas 2,5-3,5 g/dL

Inflamatorio intenso

(inducido por cristales)

Color amarillo a lechoso y aspecto muy turbio, opaco
Viscosidad muy disminuida
20000-80000 leucocitos/mm? (> 60%, en torno al 90%)
Presencia de bajos niveles de lactato
Glucosa 20-25% inferior de la sanguinea (glucosa
sinovial/glucosa sanguinea 0,5-0,8)
Proteinas 2,5-3,5 g/dL
Presencia de cristales

Artritis reumatoide, reumatismo palindrémico,
sindrome de Reiter, espondiloartritis, artritis
viricas, colagenosis, microcristalinas (gota,

pseudogota), fiebre reumatica, vasculitis,
policondritis recidivante, fiebre mediterranea
familiar, enfermedad de Brechet, paniculitis,

sarcoidosis.

Infeccioso

Color amarillo purulento y aspecto opaco
Viscosidad disminuida
50000 a >100000 leucocitos/mm? (75-100%, en torno al
95%)

Presencia de elevados niveles de lactato
Glucosa >50% inferior de la sanguinea (glucosa
sinovial/glucosa sanguinea <0,5)

Proteinas >3,5 g/dL

Gram y/o cultivo positivo

Infeccién microbiana (bacteriana,

tuberculosa)

Hemorréagico

Color rojizo y aspecto xantocrémico
Viscosidad variable
200-10000 leucocitos/mm? (<50% PMN)

Lesion traumatica, neuroartropatia, discrasia
sanguinea, tratamiento anticoagulante,
prétesis articular, tumores primarios y
metastasicos, leucermia, sinovitis

vellonodular

Tabla 1. Diagnostico diferencial segun el tipo de liquido articular. Adaptado de la referencia 4.
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CONCLUSIONES

El andlisis del liquido articular es una herramienta de ayuda
en el diagndstico y tratamiento de las artropatias.
Actualmente, hay muchas herramientas disponibles para
diagnosticar pacientes con trastornos reumatoldgicos,
incluidos nuevos marcadores e imagenes avanzadas. Sin
embargo, el analisis del liquido sinovial sigue siendo la
prueba "gold standard" al proporcionar informacién (util
acerca del grado de inflamacién y el tipo de compromiso
celular, para el diagnéstico de artritis inducida por cristales y
séptica.

De este modo, aunque el diagnéstico de enfermedades
reumatologicas a menudo es un desafio en sus primeras
etapas, el estudio del liquido articular en el laboratorio clinico
contribuye notablemente en el camino hasta encontrar el
diagnostico adecuado.!®
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LiPIDOS

Los lipidos son un grupo de moléculas muy heterogéneo que
tienen como principal caracteristica el ser insolubles en
medios acuosos. Provienen de la sintesis en el propio
organismo y de los alimentos ingeridos a través de la dieta.

Estas moléculas presentan funciones basicas como: formar
parte de las membranas celulares, ser precursores de
hormonas y &cidos biliares, ayudar en la digestion de
alimentos y servir como fuente de energia.

Debido a su naturaleza hidrofobica son insolubles en el
medio acuoso plasmatico y necesitan de un sistema de
transporte para ser distribuidos correctamente dentro del
organismo, las lipoproteinas son las particulas encargadas
de esta funcion.

En base a su organizacion funcionales se puede clasificar a
los lipidos en diferentes categorias: lipidos de
almacenamiento energético, lipidos estructurales de
membrana y lipidos que actian como sefiales y cofactores.

LiIPIDOS PLASMATICOS

Dentro de los diferentes tipos de lipidos podemos encontrar
algunos principalmente a nivel plasmaticos:

e Acidos grasos.

Son lipidos simples considerados estructuralmente como
cadenas hidrocarbonadas de diferentes longitudes con
acidos carboxilicos en su extremo. Se clasifican en funcion
de la longitud de la cadena y de la presencia o ausencia de
dobles enlaces y del numero de estos que contienen. Se
denominan acidos grasos saturados (palmitico, estearico,
laurico, miristico, etc) cuando la molécula no presenta dobles
enlaces. Por otro lado, se consideran insaturados si
presentan en su estructura dobles enlaces, ademéas dentro
de estos podremos encontrar monoinsaturados Yy
poliinsaturados en funcion del nimero de dobles enlaces que
contengan.

En sangre se transportan unidos a albdmina o esterificados
formando parte de lipidos mas complejos dentro de la
estructura de las lipoproteinas.

Los &cidos grasos insaturados pueden clasificarse como
omega 3 u omega 6 en funcién de la presencia de un doble
enlace respecto al grupo carboxilico terminal de cadena. Son
omega 3 cuando el doble enlace esta presente en el tercer
carbono desde el extremo carboxiterminal de la molécula y
omega 6 cuando es en el carbono 6 respecto al extremo
carboxiterminal.

Los acidos grasos insaturados pueden clasificarse también
en funcién de la configuracién espacial que presenten sus
dobles enlaces, denominandose cis o trans.

- Sintesis:

Provienen de la sintesis a nivel hepético, que se produce a
partir de acetil-CoA, malonil-CoA y el complejo &acido graso
sintasa. Algunos acidos grasos no pueden ser sintetizados
endégenamente a través de esta via, son los denominados
acidos grasos esenciales y son el acido linoleico y linolénico.

- Degradacion:

Consiste en la oxidacion de la molécula hasta acetil-CoA y
se produce en todos los tejidos, pero especialmente a nivel
del higado, concretamente en la matriz mitocondrial de los
hepatocitos.

El &cido graso debe ser activado en el citosol previamente
para poder acceder al compartimento de la matriz
mitocondrial a través de lanzaderas. El principal proceso de
oxidacion que se produce es la R-oxidacion, en la cudl
participan diferentes enzimas en funcion del tipo de acido
graso a degradar, pues la presencia de dobles enlaces o
longitud mayor de la cadena hidrocarbonada implica la
intervencion de enzimas diferentes. A nivel de otros
organulos, como los peroxisomas, se produce también la
degradacion de las moléculas de acidos grasos mediante 13
0 a- oxidacion. Por otro lado, también se produce una w-
oxidacion.

El resultado de la 3-oxidacion es la produccion de acetil-CoA
y las coenzimas FADH. y NADH que aportan electrones que
entran a la ruta de fosforilacion oxidativa mitocondrial. El
acetil-CoA puede entrar directamente en el ciclo de Krebs o
de los acidos tricarboxilicos para producir energia en forma
de ATP o participar en otros procesos metabolicos como la
gluconeogénesis, ureagénesis 0 cetogénesis. En la
cetogénesis, a partir de acetil-CoA se forman los cuerpos
cetonicos que se exportan a tejidos como el cerebro en los
que constituyen un importante combustible auxiliar
alternativo a la glucosa en periodos de ayuno prolongado.

Debido a la gran cantidad de enzimas implicadas en el
proceso de degradacion de los é&cidos grasos pueden
producir alteraciones, principalmente de tipo autosémico
recesivo, a diferentes niveles del proceso que afecten al
transporte de la molécula a la mitocondria o a su degradacion
a nivel de la matriz mitocondrial. Ademas, el déficit de
coenzimas como la FAD por alteraciones del metabolismo de
la vitamina B2, de la que procede, también afecta a esta ruta.
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Las principales alteraciones que se dan a este nivel son:

1. Deficiencia de acil-CoA-deshidrogenasa de cadena
media (MCAD).

2. Deficiencia de 3-hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa de
cadena larga (LCHAD).

3. Deficiencia de acil-CoA-deshidrogenasa de cadena
muy larga (VLCAD).

4, Deficiencia de
(CPT-II).

carnitina-palmitoiltransferasa

El resultado de estas alteraciones es una disminucion de la
capacidad de obtencion de energia a partir de la degradacion
de los acidos grasos, acumulacion de acidos grasos libres,
descenso de los niveles de acetil-CoA (que produce
hiperamonemia, hipocetonemia, hipoglucemia, etc). La
disminucion de la R-oxidacion a nivel de la mitocondria
produce un aumento de la oxidacién de los acidos grasos a
nivel de los peroxisomas, produciendo una acumulacion de
acidos dicarboxilicos que son los productos finales de la ruta.

Entre las manifestaciones clinicas de estas alteraciones
encontramos: hepatomegalia por acumulacién de lipidos,
miopatia esquelética con hipotonia, dolor muscular,
rabdomidlisis, miocardiopatia con arritmias o hipertrofia y
alteraciones neuroldgicas, letargia, coma e incluso muerte
debido a los estados de hipoglucemia y al efecto téxico de
los &cidos grasos organicos que se acumulan.

En relacion con el diagndstico bioquimico de estas
alteraciones, es util la medicion de acilcarnitinas (resultantes
de la reaccion entre acil-CoA en exceso y carnitina libre),
medicién de la glucemia (hipoglucemia hipocetésica), y se
observa elevacion de amoniaco, lactato y aminotransferasas.
Las lesiones musculares ademas producen un incremento
sérico de CK, aldolasa y mioglobinuria. Los &cidos grasos
libres en plasma y de acidos dicarboxilicos en orina se
elevan.

El andlisis genético del gen sospechoso o paneles de genes
implicados en la R-oxidacion, es también de utilidad. En el
caso de la MCAD, LCHAD, VLCAD y deficiencia primaria de
carnitina son enfermedades incluidas en el programa de
cribado neonatal de la Comunidad de Madrid.

e Colesterol.

El colesterol plasmatico procede tanto de la absorcion
intestinal (dieta, bilis y descamacion intestinal) como de la
sintesis endogena. Es un esterol, moléculas presentes en la
mayoria de las membranas de células eucariotas que
presentan un nucleo esteroide formado por cuatro anillos
fusionados (ciclopentanoperhidrofenantreno) con otros
grupos funcionales: grupo de cabeza polar (hidroxilo en el
carbono 3) y una cadena hidrocarbonada en el carbono 17.

La molécula de colesterol es precursora de hormonas
esteroideas (mineralocorticoides y  glucocorticoides),
hormonas sexuales (progestagenos, estrogenos Yy
andrégenos) y vitaminas. La mayoria de los tejidos presentan
la capacidad de sintesis de colesterol, aunque ésta se
produce principalmente en el citoplasma de los hepatocitos.
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En plasma, el colesterol se puede encontrar en forma libre o
esterificada a uno o varios acidos grasos de cadena larga a
través del grupo polar del carbono 3. Esta esterificacion
permite reducir la polaridad de la molécula y los ésteres de
colesterol pasan a ser insolubles en agua, pero solubles en
el nucleo de las lipoproteinas.

e Triglicéridos.

Son lipidos de almacenamiento energético y se consideran
estructuras complejas, pues estan formados por tres
moléculas iguales o distintas de acidos grasos esterificados
con una molécula de glicerol.

Se denominan triglicéridos simples si presentan el mismo
acido graso esterificado y complejos si son diferentes. La
mayoria de los acidos grasos obtenidos a través de la dieta
son complejos y contienen &cidos grasos de cadena larga.

Se consideran la principal fuente de lipidos de la dieta y son
tanto de origen vegetal como animal. Circulan en el
organismo como componentes de las lipoproteinas
plasmaticas, concretamente en quilomicrones y lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL).

Se almacenan formando grandes gotas de lipidos en el tejido
adiposo y son hidrolizados para liberar moléculas de acidos
grasos libres que sirven como fuente de energia.

e Fosfolipidos.

Estan formados por un esqueleto de glicerol al que se unen
dos &cidos grasos y un grupo fosfato. El grupo fosfato se
esterifica a su vez con un grupo hidroxilo de alguna molécula
hidrofilica como la colina, etanolamina o serina
(glicerofosfolipidos).

Son los lipidos complejos mas hidrofilicos y su combinacién
de regiones hidrofébicas e hidrofilicas hace que sean
componentes ideales para las membranas y que formen
parte de la superficie de las lipoproteinas.

Los dos principales fosfolipidos son la lecitina
(fosfatidilcolina) y la esfingomielina (esfingofosfolipido con
grupo polar fosfocolina).

La sintesis de los fosfolipidos se lleva a cabo de manera
enddgena principalmente, en el higado, aunque su sintesis
puede tener lugar en casi todos los tejidos. En ella se
producira la activacion de un armazon de glicerol al que se
uniran los acidos grasos y un grupo de cabeza hidrofilico.

TRANSPORTE DE LIPIDOS Y METABOLISMO DE
LIPOPROTEINAS

Los lipidos en el organismo se encuentran en continuo
intercambio y tienen que ser trasladados desde los lugares
de absorcion y sintesis a los lugares de depdsito y uso. Al ser
insolubles en el medio acuoso interno, necesitan de
estructuras que colaboren en su transporte.

Por ello, los &cidos grasos libres circulan en el medio
plasmatico unidos a la proteina albumina y el resto de los
lipidos se unen a proteina denominadas apolipoproteinas
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para formar complejos lipoproteicos solubles, las
lipoproteinas.

e Lipoproteinas plasmaticas.

Son estructuras esféricas que presentan una parte central
hidrofébica rodeada de una capa hidrofilica. En la parte
interna hidrofébica, se encuentra el colesterol esterificado y
los triglicéridos, mientras que en la parte externa hidrofilica
se encuentran los fosfolipidos, colesterol y la parte proteica
de estas moléculas, las apolipoproteinas.

Las apolipoproteinas presentes en las lipoproteinas
presentan tres funciones: solubilizacion de lipidos, activacion
0 inhibicion de las enzimas que regulan el metabolismo
lipoproteinas y mediacion de la interaccion de las
lipoproteinas con receptores especificos de la superficie
celular. Algunas de las apolipoproteinas se mantienen
siempre dentro de las mismas lipoproteinas, denominandose
apolipoproteinas estructurales (apo B-100 y apo B-48. Otras
son intercambiables y se trasladan de unas lipoproteinas a
otras en funcibn de la situacion metabdlica, son las
denominadas apolipoproteinas funcionales o solubles (apo
A-l, apo A-Il, apo-AlV, apo-V, apo C, apo D y apo E).

Las lipoproteinas se clasifican en diferentes familias en
funcion de su densidad o de su movilidad electroforética
Encontramos los siguientes tipos de lipoproteinas:

- Quilomicrones (QM)

- Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
- Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)
- Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

- Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Existen también otras lipoproteinas:
- Lipoproteina (x).

Proteina anormal que se encuentra en pacientes con
enfermedad obstructiva biliar y desaparece de la circulacion
cuando se trata la colestasis que la ha originado. Es una
lipoproteina con gran contenido lipidico (90%) constituido por
fosfolipidos, colesterol no esterificado, triglicéridos y
colesterol esterificado. Respecto a la parte proteica esta
constituida por apo C y albimina.

- Lipoproteina (a).

Es una lipoproteina altamente glicosilada que se sintetiza en
el higado y tiene una estructura similar a la lipoproteina de
baja densidad (LDL), pero se encuentra en concentraciones
mas bajas. Al igual que la LDL presenta en su estructura una
molécula de apo B-100 que en el caso de la lipoproteina (a)
se encuentra unida por un puente disulfuro a una
apolipoproteina llamada apo (a).

La apolipoproteina (a) presenta una estructura similar al
plasmindgeno, pero sin actividad enzimatica. Se caracteriza
por tener un numero variable de repeticiones de unos
dominios denominados “kringle 4”, que determinan el tamafio
de las diferentes isoformas.

e Metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas.

Existe una alta interrelacién entre el metabolismo de las
diferentes lipoproteinas (Figura 1). Este metabolismo es un

proceso dinamico que implica un intercambio entre los
lipidos, apolipoproteinas, enzimas y receptores:

- Quilomicrones (QM):

Su principal funcién es aportar a los tejidos los lipidos que se
han incorporado al organismo a través de la dieta. Son las
lipoproteinas de mayor tamafio y menor densidad. Presentan
menos contenido proteico y un componente lipidico muy
enriquecido en triglicéridos (80%) en este caso de origen
exdgeno. En su superficie presentan las apolipoproteinas:
apo B-48, apo A-l, apo A-IV, apo E, apo C-I, apo C-Il y apo
C-lIl.

Una vez absorbidos y empaquetados, los quilomicrones
pasan a linfa y después a sangre. A nivel capilar, se cataliza
la hidrélisis de los triglicéridos que componen las particulas
de los quilomicrones por accion de la enzima lipoproteina
lipasa (LPL). La LPL necesita de la presencia de apo C-II,
que actia como cofactor, en la superficie de los
quilomicrones para poder realizar su accion. Como resultado
de ello, las particulas de quilomicrones reducen su tamafio y
se denominan quilomicrones residuales, que son captados
por los receptores hepaticos gracias al reconocimiento de la
apo E presente en la superficie de la lipoproteina.

- Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

Con funcién anéloga a los quilomicrones, se encargan de
transportar triglicéridos de origen endégeno a los tejidos. Son
particulas grandes y muy ricas en triglicéridos de sintesis
hepatica y con una composicion en apolipoproteinas similar
a los quilomicrones. A diferencia de los quilomicrones, las
VLDL presentan en su superficie apo B-100 en vez de apo
B-48, junto con apo E y apo C-Il. Gracias a la presencia de
esta Ultima, la lipoproteina lipasa (LPL) puede actuar sobre
VLDL dando lugar a lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL).

- Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL).

Grupo de lipoproteinas minoritario que se forman a partir de
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
asemejandose en la composicién. Son particulas mas
pequefias y densas que presentan una mayor cantidad de
colesterol. Se cree que la mitad de las particulas de IDL son
captadas por receptores hepaticos mediante el
reconocimiento de la apo E de la superficie de las
lipoproteinas, mientras que la otra mitad se convierten en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a través de la accion de
la lipasa hepética (LH).

- Lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Su funcién es transportar colesterol a las células, tejidos
periféricos e higado. Presentan en su superficie apo B-100 y
tienen como principal componente a los ésteres de
colesterol. Son reconocidas por sus receptores hepaticos por
la presencia de apo B-100 y apo E en la superficie de las
lipoproteinas. Al unirse al receptor, el complejo lipoproteina-
receptor es internalizado y el contenido proteico y lipidico es
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hidrolizado hasta aminoacidos y colesterol no esterificado. El
colesterol no esterificado es téxico para las células por
encima de una cierta concentracion, de manera que debe ser
utilizado o convertido en ésteres de colesterol mediante la
accion de la enzima acil:colesterol aciltransferasa (ACAT).
Una vez esterificados, estos ésteres de colesterol pueden ser
guardados como reservorio celular de colesterol.

- Lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Se sintetizan en el intestino, higado y plasma para ayudar en
el metabolismo de quilomicrones y VLDL. Las HDL se
encargan de ceder apolipoproteinas a quilomicrones y VLDL,
como apo C-ll y apo E, para que sobre esas lipoproteinas
puedan actuar lipoproteina lipasa (LPL) y se produzca la
interaccion con receptores hepaticos de apo E. Es por ello
que la sintesis de HDL depende del metabolismo de estas
particulas ricas en triglicéridos (QM y VLDL).

Captan el colesterol de los tejidos periféricos mediante la
proteina transportadores ABCA1 (casete transportador Al de
union al ATP) que permite la transferencia de colesterol de
los tejidos a las particulas de HDL y éstas devuelven el
colesterol al higado donde se forman los acidos biliares para
su eliminacién. Este proceso se conoce como transporte
inverso o reverso del colesterol y confiere un papel
antiaterogénico a esta lipoproteina.

Las HDL también captan de la circulacion a la enzima
lecitin:colesterol aciltransferasa (LCAT) que se encarga de
esterificar el colesterol que contienen estas lipoproteinas al
transferirles un grupo lecitina. La LCAT actia gracias a la
presencia de apo A-l en la superficie de HDL. La proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CEPT) es otra enzima
implicada en el metabolismo de las HDL que se encarga de
transferir los ésteres de colesterol de las particulas de HDL a
otras lipoproteinas como VLDL y quilomicrones.
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Figura 1. Metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas.
Adaptado de: Errico T. L. Et al, 2013

DISLIPEMIAS

Las dislipemias son aquellas condiciones patoldgicas donde
existe una alteracion del metabolismo de los lipidos, como
consecuencia de ellos se presentan concentraciones de
lipidos alteradas tanto por exceso (hiperlipemias) como por
defecto (hipolipemias).

Se considera a las dislipemias como una de las patologias
mas importantes y frecuentes en la practica clinica y uno de
los factores de riesgo cardiovascular mas ligados
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intimamente a la enfermedad cardiovascular por lo que su
diagndstico a partir de un andlisis de rutina de laboratorio es
de importancia.

Estas alteraciones pueden clasificarse en funcion del
fenotipo lipidico o de la etiologia que las produce.

En el caso de la clasificacion fenotipica, la Organizacion
Mundial de la Salud en 1972 acept6é como estandar mundial
la clasificacion realizada por Fredrickson que se basaba en
el fenotipo lipoproteinas encontrado mediante electroforesis
o ultracentrifugacion y que clasificaba las alteraciones en
seis tipos (Tabla 1).

Fenotipo | Aumento de
las
lipoproteinas

Aumento de los lipidos

| Quilomicrones Triglicéridos
lla LDL Colesterol
IIb LDLyVLDL Colesterol y triglicéridos
11 VLDL y Triglicéridos y colesterol

quilomicrones

\Y VLDL Triglicéridos
Vv Quilomicrones Triglicéridos y colesterol
y VLDL

Tabla 1. Clasificacion de Fredrickson para las lipoproteinas.
Adaptado de: https://www.msdmanuals.com/es-es/professio
nal/multimedia/table/patrones-de-lipoprote%C3%ADnas-
fenotipos-de-fredrickson

La clasificacion de Fredrickson clasifica a las dislipemias por
fenotipos pero carece de interés préactico para el médico
general, al que resulta de mayor interés la divisién de estas
patologias en funcién de su etiologia en: dislipemias
primarias y secundarias.

e Dislipemias primarias.

Su desarrollo se debe principalmente a causas genéticas y
afectan al 5-10% de la poblacion. La mayoria son de origen
poligénico y las diferencias interindividuales se deben a la
exposicion a determinados factores genéticos, médicos o
ambientales.

- Hiperlipemias primarias.

1. Hipercolesterolemias primarias: son entidades
clinicas que cursan con aumentos de los niveles
plasmaticos de LDL.

- Hipercolesterolemia familiar (HF). Trastorno
genético codominante que en forma heterocigota se
da en 1 de cada 500 individuos. Se debe
principalmente a mutaciones en el gen del receptor
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de LDL (hasta 1600 mutaciones). Los niveles de esta
lipoproteina se mantienen elevados durante toda la
vida y suelen oscilar entre 275-500 mg/dL. En el caso
del resto de lipidos, triglicéridos y HDL, permanecen
normales incluso bajos. Un caracteristico sintoma de
esta enfermedad es la aparicion de xantomas
tendinosos, depoésitos intra y extracelulares de
colesterol en los tendones.

Defecto familiar de apo B-100. Es un trastorno
autosémico dominante similar a la
hipercolesterolemia familiar. Se produce por una
mutacion sin sentido en un aminoacido que afecta a
la composicion de la apolipoproteina presente en
algunas lipoproteinas, lo que produce una
disminucion de la afinidad de las LDL por su receptor.

Hipercolesterolemia poligénica. Dentro de este
grupo se clasifican gran cantidad de alteraciones
producidas por multiples genes y que resultan en la
produccién excesiva o catabolismo reducido de las
LDL. Los niveles de triglicéridos, colesterol y HDL se
encuentran normales.

Hipertrigliceridemias primarias.

Hipertrigliceridemia familiar. Se trata de un
trastorno autosomico dominante del cual no han sido
identificadas la mutacion o] mutaciones
responsables. Se caracteriza tanto por una
disminucion del catabolismo de las VLDL como por
un aumento de su produccion, siendo los niveles de
triglicéridos en ayunas de 250-750 mg/dL.

Deficiencia familiar de la lipoproteina lipasa
(LPL). Es un trastorno autosémico recesivo causado
por una alteracibn o ausencia de la enzima
lipoproteina lipasa (LPL), dando Ilugar a la
acumulacion de quilomicrones en plasma. Entre las
manifestaciones de esta alteracion encontramos los
xantomas, hepatomegalia, esplenomegalia e
infiltracién de células espumosas a médula dsea.

Deficiencia familiar de apo C-ll. Es un trastorno
autosdmico recesivo que causa déficit funcional de
la enzima LPL con unas manifestaciones parecidas
a la alteracién provocada por su déficit. Este
trastorno lo que provoca es una alteracion en la
hidrélisis de quilomicrones y VLDL generando un
acumulo de las lipoproteinas.

Déficit de lipasa hepética. Se considera un
trastorno autosdmico recesivo raro que altera el
catabolismo de las VLDL e IDL.

Hiperlipemias mixtas.

Hiperlipemia familiar combinada. Dislipemia
primaria mas frecuente. Se hereda de manera
autosomica dominante y puede cursar con
hipertrigliceridemia  aislada, niveles aislados
elevados de colesterol o ambos casos. Se
desconoce el trastorno de base pero se ha descrito

que en algunas familias pueden contribuir
polimorfismos de la lipoproteina lipasa (LPL) y del
grupo de genes que codifica para las
apolipoproteinas: apo A-l, apo C-lIl y apo A-IV. Se
relaciona con un aumento de la secrecién de VLDL y
a veces con un descenso de los niveles de LDL.

- Disbetalipoproteinemia. Es un trastorno raro que
aparece en 1 de cada 10000 personas y se debe
principalmente a una homocigosis en la apo E,
presentando un genotipo E2 en homocigosis. Este
genotipo presenta una baja afinidad por el receptor
de apo B/E a nivel hepatico, produciendo
elevaciones de los niveles de triglicéridos y colesterol
VLDL. Es com(n en esta alteracién la presencia de
xantoma y de depoésitos de colesterol en los surcos
palmares.

- Hipolipemias primarias.

Son trastornos genéticos que se presentan con mucha
menos frecuencia que las hiperlipemias primarias. Cursan
con niveles bajos o incluso indetectables de lipoproteinas
circulantes.

1. Abetalipoproteinemia. Es una enfermedad autosémica
recesiva muy rara que se caracteriza por la ausencia de
la proteina microsdmica transportadora de triglicéridos
(MTP), que es importante en la lipidacion de la
apolipoproteina B. Esta proteina se encarga de transferir
lipidos a la apo B a medida que esta se va sintetizando
a nivel del reticulo endoplasmico. El resultado de esta
deficiencia es que no pueden formarse las lipoproteinas
gue contienen apolipoproteina B: quilomicrones, VLDL,
IDL y LDL. De esta manera se acumulan apo B-48 y apo
B-100 en intestino e higado dando lugar a niveles
indetectables de apo B a nivel plasméatico. Presentan
niveles bajos de colesterol y alteracion en la absorcion
de las grasas (por la alteracion que producen en los
quilomicrones) y en la distribucion de colesterol a los
tejidos periféricos (por la alteracion a nivel de la LDL).
Esto produce importantes alteraciones endocrinas,
como ocurre con el cortisol o con vitaminas liposolubles
(A,E y K) que se encuentran deficientes.

2. Hipobetalipoproteinemia familiar. Es una alteracion
autosOmica dominante que cursa con baja
concentracion de apo B, colesterol total y colesterol LDL.
Se produce por mutaciones en el propio gen de la apo B
o en los lugares de regulacion de su expresion. Existen
numerosas variantes, resultado de las diversas
mutaciones que puede sufrir el gen. El resultado de esta
alteracion es la produccion de una apolipoproteina apo
B deficiente o defectuosa. Si se produce una apo B
pequefia esta no se puede lipidar y se degrada por el
proteasoma. Las personas heterocigotas son
normalmente asintomaticas y presentan niveles bajos de
LDL, mientras que los homocigotos tienen
caracteristicas similares a la abetalipoproteinemia.

3. Hipoalfalipoproteinemias. Se trata de alteraciones
caracterizadas por presentar unos niveles bajos de HDL,
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menores de 35 mg/dL (20-29 mg/dL). Por tanto se
presenta en estos pacientes, un elevado potencial
aterogénico. Dentro de las hipoalfalipoproteinemias la
mas conocida es la enfermedad de Tangier o
Analfalipoproteinemia.

La enfermedad de Tangier es una enfermedad rara
autosémica recesiva provocada por la mutacion en el
gen que codifica la ABCA1, un transportador que
incorpora el colesterol a las particulas de HDL. Esta
deficiencia causa una alteracion en la formacion de las
HDL nacientes y de la captacion por parte de estas del
exceso de colesterol de los distintos tipos celulares,
especialmente de los macréfagos. Ello provoca un
acelerado metabolismo de las HDL y una acumulacion
de ésteres de colesterol en los macréfagos de muchos
tejidos (higado, nddulos linfaticos, mucosa intestinal y
piel). La concentracion en plasma de HDL se encuentra
muy baja o indetectable. Esta deficiencia curso con
enfermedad coronaria prematura,
hepatoesplenomegalia, neuropatia  periférica o
amigdalas anaranjadas.

e Dislipemias secundarias.

Numerosas enfermedades, farmacos o habitos dietéticos no
saludables pueden provocar una alteracion del metabolismo
de las lipoproteinas que puede conducir a
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o ambas,
principalmente.

Entre las enfermedades que se asocian secundariamente a
las dislipemias se encuentran la diabetes mellitus,
insuficiencia renal o anorexia nerviosa. El higado presenta
un papel central en el metabolismo de las lipoproteinas, de
modo que una alteracion hepéatica cronica afecta
secundariamente a estas. (Tabla 2)

Una vez corregida la situacién patoldgica que origina esta
dislipemia, la alteracion lipidica deberia revertir. No obstante,
se ha de tener en cuenta que pueden coincidir una
enfermedad potencialmente hiperlipemiante 'y una
hiperlipemia primaria. Por ello, si tras la curacion o la retirada
del farmaco persiste la dislipemia, seria necesario realizar

otros estudios bioquimicos y familiares para descartar una
alteracién primaria que se haya puesto de manifiesto durante
la enfermedad.

EL PERFIL LIPIDICO EN EL LABORATORIO CLINICO

El diagndstico de las dislipemias se basa siempre en la
comprobacién analitica de la alteracion lipidica, Se debe
llevar a cabo una determinacién del perfil lipidico en el que
consten principalmente: colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL vy triglicéridos.

Los resultados obtenidos mediante estas determinaciones se
deben considerar junto con fuentes de variacion
extraanalitica que obedecen a diferencias intraindividuales
(efectos de la comida, dieta, postura y venostasis) e
interindividuales (efectos geograficos, edad y sexo). Por ello
es necesario disponer de al menos dos determinaciones
lipidicas diferentes previas al diagndstico de una dislipemia
separadas por un periodo superior a 1 semana e inferior a 3
meses.

e Perfil lipidico bésico.

Dentro del perfil lipidico basico destacan determinaciones
como: colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol
LDL y colesterol no HDL (colesterol total - colesterol HDL).

- Colesterol total (CT).

Su finalidad principal es llevar a cabo un cribado del riesgo
de desarrollar una enfermedad cardiaca o para comprobar la
eficacia de wun tratamiento hipolipemiante. Es una
determinacion que se recomienda realizar como cribado
minimo una vez cada 4-6 afios en adultos que no presenten
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, aunque
con frecuencia siempre se incluye en revisiones médicas
rutinarias.

Si el paciente presenta otros factores de riesgo (tabaquismo,
sobrepeso, sedentarismo, hipertension, historia familiar de
enfermedad cardiovascular precoz, diabetes mellitus o
prediabetes, etc) se puede solicitar la determinacion de
colesterol total con una mayor frecuencia.

Hipercolesterolemia

Hipertrigliceridemia

Dislipemia mixta

Causas Tabaquismo
frecuentes Colestasis simples
Tiazidas

Sindrome nefrético
Dietas cetogénicas

Consumo excesivo de hidratos de carbono

Consumo de alcohol

Embarazo

Sindrome inflamatorio sistémico
Hepatitis aguda
Betabloqueantes

Inhibidores de las proteasas

Obesidad

Diabetes mellitus
Enfermedad renal crénica
Hipotiroidismo

Lupus eritematoso
sistémico

Corticoterapia

Otras causas Porfiria aguda
intermitente
Anorexia nerviosa
Ciclosporina

Carbamazepina

Neurolépticos

Sindrome de Cushing
Acromegalia

Derivados de la vitamina A

Estrogenos exdgenos

Tabla 2. Causas de dislipemias secundarias. Adaptado de: Galindo Rodriguez D., Aldao Argielles 1., 2023.
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Los valores de referencia para este parametro son los
siguientes:

<1 mes: 50-170 mg/dL
1 mes-12 afios: 60-190 mg/dL
>12 afios: <200 mg/dL

Un colesterol elevado puede ser resultado de una
enfermedad hereditaria 0 como consecuencia de una dieta
rica en grasas saturadas, y en muchas ocasiones como
combinacién de ambas.

- Triglicéridos (TG).

Es una determinacién Gtil para la monitorizacién de
individuos que presentan riesgo cardiaco, que han
presentado infarto agudo de miocardio o que estan tratando
una hipertrigliceridemia.

Se mantienen como valores objetivos entre 50 y 200 mg/dL.

- Colesterol HDL (c-HDL).

Su determinacion es de utilidad como cribado para la revision
de la salud en individuos que no presentan factores de riesgo
cardiovascular o como seguimiento de tratamientos. Es un
pardmetro que se considera en conjunto con el resto de las
determinaciones incluidas en el perfil lipidico.

Se recomienda que los niveles de colesterol HDL se
encuentren por encima de 55 mg/dL en hombre y superiores
a 65 mg/dL en el caso de mujeres.

- Colesterol LDL (c-LDL).

Se determina habitualmente de manera indirecta a partir de
ecuaciones como la de Friedewald: c-LDL (mg/dL) = CT -
[TG/5 + c-HDL].

Es una férmula que permite calcular la cantidad de este tipo
de colesterol utilizando los resultados del resto de
determinaciones que componen el perfil lipidico basico. En la
mayoria de los casos este céalculo proporciona una buena
estimacion de los niveles, pero se vuelve menos preciso en
pacientes que presentan niveles de triglicéridos superiores a
400 mg/dL, cirrosis graves y otras afecciones. En esos casos
se puede realizar la determinacion directa de colesterol LDL,
aplicando técnicas especiales o realizando calculos menos
limitados.

Existen otras férmulas para la determinacion de colesterol
LDL:

1. Férmula de Martin-Hopkins.
c-LDL (mg/dL) = CT — ¢c-HDL - TG/Valor especifico.

Se obtuvo y validd a partir de una gran base de datos de
mediciones de lipidos obtenidos mediante métodos de
ultracentrifugacion. Utiliza una tabla de 180 celdas
basada en triglicéridos y rangos de colesterol no HDL
para seleccionar diferentes proporciones de TG/VLDL.

En el caso de la ecuacién de Friedewald, se representa a
la concentracién de VLDL con un factor de correccion de
5 puesto que suponen aproximadamente % del nivel de

triglicéridos totales. Sin embargo, debido a que el ratio de
triglicéridos en las particulas de VLDL puede variar
considerablemente dependiendo del tamafio y de otros
factores, en la formula de Martin-Hopkins se incorpora un
ratio TG:colesterol VLDL basado en las concentraciones
de triglicéridos y colesterol no HDL obtenidas de una gran
base de datos lipidicos. De esta manera se puede realizar
una determinacion mas individualizada.

2. Formula de Sampson.

La ecuacién se basa en minimos cuadrados y analisis de
regresion no lineal con valores clinicos de lipidos
(triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL) como
variables independientes y valores de colesterol LDL
obtenidos por el método de referencia de cuantificacion
beta como variable dependiente.

Se puede utilizar en individuos con concentraciones de
triglicéridos superiores a 800 mg/dL.

Los niveles de c-LDL elevados se consideran indeseables
porque favorecen el depdsito del exceso en las paredes de
los vasos sanguineos, contribuyendo al endurecimiento de
las paredes y a la generacion de la enfermedad cardiaca.

Se considera que el c-LDL es el mas importante para
establecer el riesgo de enfermedad cardiaca y para controlar
si el tratamiento hipolipemiante ha sido eficaz en la reduccion
de los valores de colesterol. A pesar de ello, para establecer
un tratamiento se deben considerar los valores de LDL en
conjunto con factores de riesgo.

En funciéon del nivel de riesgo cardiovascular (RCV) que
presente el paciente se establecen diferentes rangos de
referencia para este parametro:

RCV muy elevado: <70 mg/dL

RCV elevado: <100 mg/dL

RCV moderado: <130 mg/dL

RCV bajo: <160 mg/dL

- Colesterol no HDL (no c-HDL).

Se determina mediante célculo a partir de otros parametros
del perfil lipidico:

No c-HDL = CT — c-HDL

Se utiliza para la estimacién de la cantidad total de
lipoproteinas aterogénicas en plasma, algunas de las cuales
no son determinadas habitualmente en la practica clinica
diaria: VLDL, IDL, LDL y lipoproteina (a).

Se pretende en general que los niveles de colesterol no HDL
se encuentren por debajo de 145 mg/dL.

e Perfil lipidico completo.

Se puede crear también un perfil lipidico completo afiadiendo
otras determinaciones como: apolipoproteina  Al,
apolipoproteina B y lipoproteina (a). Ademas de la utilizacion
de diferentes cocientes lipoproteicos que también colaboran
en la valoracion de riesgo cardiovascular.
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- Apolipoproteina B.

La apolipoproteina B es el principal constituyente proteico de
las lipoproteinas LDL, IDL, VLDL vy lipoproteina (a). Es por
ello que las concentraciones de esta apolipoproteina reflejan
cual es la masa circulante de estas lipoproteinas (el 90% de
apo B total circulante lo contiene la lipoproteina de baja
densidad LDL).

El valor de la apolipoproteina B aumenta en: embarazo,
hipercolesterolemia, receptores de LDL defectuosos,
obstruccién biliar, hiperlipemia tipo Il y sindrome nefrético. En
el caso de hepatopatias, sepsis, administracion de
estr6genos o cirugias, sin embargo, el valor podria verse
disminuido.

Se recomienda incorporar la medida de apo B en el perfil
lipidico cuando existe historia personal o familiar cardiaca y/o
aumento de la concentracion de colesterol y triglicéridos, y el
médico pretende establecer el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular. Otras veces se determina para
monitorizar el tratamiento de concentraciones elevadas de
colesterol o para diagnosticar la patologia por déficit de la
apolipoproteina.

En el caso de la hiperlipidemia familiar combinada (dislipemia
primaria), un valor de apo B mayor de 120 mg/dL por
ejemplo, hace més plausible su diagnéstico. De esta manera
se podria diferenciar mas facilmente la dislipemia primaria
del sindrome nefrético (dislipemia secundaria).

Los niveles de referencia en hombre se encuentran entre 66-
113 mg/dL, mientras que en mujeres entre 60y 117 mg/dL.

- Apolipoproteina Al.

La apolipoproteina Al es el constituyente mayoritario e
indispensable de las HDL, que se encargan de recoger el
exceso de colesterol de las células y transportarlo hacia el
higado para reciclarlo o eliminarlo. La medida de
apolipoproteina A1 en suero reproduce perfectamente el
valor predictivo de enfermedad coronaria que muestra el
andlisis de la concentracion en suero de HDL.

Su determinacion se suele combinar con la de Ia
apolipoproteina B y el calculo del cociente apo B/apo Al que
permite reconocer trastornos del metabolismo lipidico y el
riesgo de desarrollar aterosclerosis y cardiopatia coronaria.

La determinacién de apolipoproteina Al por ejemplo es de
gran utilidad en la deteccion de la enfermedad de Tangier
(analfalipoproteinemia), donde se presentan niveles
disminuidos de HDL (y por tanto de apo Al) y una alteracion
del transporte reverso del colesterol.

Los valores de referencia para la apolipoproteina Al se
establecen en:

Hombres: 104-202 mg/dL
Mujeres: 108-225 mg/dL

- Lipoproteina (a).

La determinacion de lipoproteina (a) puede realizarse
mediante diferentes métodos: ensayos inmunoenzimaticos
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(ELISA), inmunoturbidimétricos, nefelometria y ensayos de
fluorescencia.

Es una determinacion que proporciona informacion adicional
del riesgo de desarrollar enfermedad cardiaca. Unos niveles
elevados de lipoproteina (a) se consideran un factor de
riesgo de enfermedad cardiaca independiente de de otros
lipidos. La concentracién de esta lipoproteina en sangre
viene determinada genéticamente (gen LPA) y se mantiene
relativamente constante durante toda la vida del individuo,
manteniendose inalterable incluso con cambios en el estilo
de vida o tratamientos. Se cree que una concentracion
elevada de lipoproteina (a) contribuye al riesgo cardiaco
global.

La determinacién de este parametro no se solicita de manera
rutinaria ni forma parte del perfil lipidico y suele acompafiarse
de otros marcadores de riesgo cardiaco cuando se presenta
una historia familiar de enfermedad cardiovascular
prematura no explicable. Se solicita en casos de:
enfermedad cardiaca o vascular conocida, predisposicion
genética a tener aumento de colesterol en sangre y en
accidentes cerebrovasculares o infarto agudo de miocardio.

Como objetivo terapéutico se considera adecuado un nivel
de lipoproteina (a) inferior a 125 nmol/L.

Existen algunas limitaciones en la medida de estas
concentraciones de la lipoproteina, principalmente debido a
la gran heterogeneidad de las particulas de lipoproteina (a)
por el tamafio variable de su apolipoproteina (a) e isoformas
resultantes de las repeticiones de los dominios “kringle” que
la componen. Los anticuerpos en inmunoensayos son
policlonales y reaccionan de manera cruzada con las
repeticiones por lo que sobreestiman la concentracion en
plasma de lipoproteina (a) en individuos que presentan
isoformas grandes y se subestiman en aquellos con
isoformas pequefias. Como solucién, podrian emplearse
métodos en los que se disponga de un anticuerpo frente a
apolipoproteina (a) y otro frente a apolipoproteina B-100
(también presente en la lipoproteina (a)).

El valor objetivo que se asigna al material de referencia esta
en nmol/L de lipoproteina (a), lo cual refleja la interaccion
molar del anticuerpo de la técnica con la apolipoproteina (a)
presente en la lipoproteina (a). Histéricamente se habia
expresado en unidades de masa (mg/dL), (considerando el
contenido en apolipoproteinas, colesterol, ésteres de
colesterol, fosfolipidos, triglicéridos y carbohidratos), lo cual
podria resultar inadecuado pues en los inmunoensayos
realmente se determina el contenido proteico de la particula
(interaccién con la apolipoproteina) y no en su contenido en
lipidos y carbohidratos. Los factores de conversion entre
ambas unidades no pueden aplicarse puesto que dependen
de las isoformas.

Se considera un valor adecuado de lipoproteina (a) cuando
se encuentran por debajo de 125 nmol/L.

Ademas, el hecho de la utilizaciéon de unidades adecuadas
de medida es fundamental, pues condiciona la correcta
estratificacion del riesgo cardiovascular de los pacientes en
los que se mide este parametro.
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- Cocientes lipoproteicos.

CT/ c-HDL

C-LDL/ c-HDL

No c-HDL/ c-HDL

Apolipoproteina B/ Apolipoproteina Al
TG/ c-HDL

c-LDL/ Apolipoproteina B

2

e Ultracentrifugacion.

Se considera el método de referencia para la determinacién
directa de las lipoproteinas. En él se aprovecha el hecho de
que las lipoproteinas tienen una densidad inferior al resto de
proteinas plasmaticas forzando su flotacion a densidades
concretas por medio de campos gravitatorios intensos.

El método consiste en realizar una centrifugacion de la
muestra durante 17 horas a 40000 rpm tras afiadir una
solucion de densidad conocida (1.006 kg/L). Se obtiene un
sobrenadante con lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL o
QM), mientras que en el infranadante se puede realizar la
determinacion de c-HDL y LDL que se obtendra restando el
valor de HDL al total de colesterol determinado en ese
infranadante que se habia cogido.
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INTRODUCCION

El liquido cefalorraquideo (LCR) es un fluido complejo que se
encuentra en el espacio subaracnoideo, entre las
membranas meningeas aracnoides y piamadre, contenido en
los ventriculos del cerebro y las cisternas que lo rodean.

Se produce mayoritariamente en los plexos coroideos de los
ventriculos laterales y del tercer y cuarto ventriculo, a un
ritmo de unos 500 ml al dia. Se genera tanto por ultrafiltracion
a través de la pared capilar coroide, como por secrecion del
epitelio coroideo y extracoroideo del cerebro. Otras zonas de
sintesis son el revestimiento ependimario de los ventriculos
y el espacio cerebral subaracnoideo.

Una vez formado el liquido fluye y se localiza una pequefa
cantidad de forma constante, unos 30ml, en los ventriculos y
cisternas; unos 120 ml penetran dentro del espacio
subaracnoideo, donde bafia los hemisferios cerebrales y
circula hacia abajo por la médula espinal.

Con el objetivo de mantener un volumen apropiado (90-150
mL en adultos y 10-60 mL en neonatos), el LCR se reabsorbe
en las vellosidades aracnoideas. Se trata de unas
proyecciones que se introducen dentro de las paredes de los
Senos Vvenosos Yy que presentan unas caracteristicas
particulares que permiten el paso del LCR. Cualquier
desequilibrio entre la produccién y la reabsorcion de este
esta asociado a patologias graves.

Cuando hablamos del LCR es importante mencionar una
estructura, la barrera hematoencefélica, barrera fisiologica
gue separa el sistema nervioso central (SNC) y el LCR de la
sangre. El epitelio de los plexos coroideos y el endotelio de
los capilares en contacto con el LCR constituyen esta
estructura, que permite que se mantenga una composicion
diferente entre el LCR y la sangre en cuanto a su contenido
en proteinas, iones, agua, etc, aunque presentan una
osmolalidad muy parecida. En caso de que se produzcan
alteraciones debido a traumatismos del SNC, inflamacion de
las meninges u obstrucciones producidas por neoplasias o
hemorragias intracraneales, la circulacion del LCR puede
alterarse, lo que se refleja en su composicion pudiendo
detectarlo.

En cuanto a las funciones del LCR, las principales que se le
asocian son:

- Soporte y proteccién del SNC.
- Control de las caracteristicas quimicas en torno al SNC.

- Transporte de determinadas

neurotransmisores.

hormonas y

- Vehiculo para la excrecion de productos de desecho
generados durante procesos del metabolismo cerebral.
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El analisis del LCR permite tener informacion sobre procesos
patolégicos relacionados con el encéfalo, médula y
meninges, ademas de los procesos hemorragicos
producidos en las cavidades que los contienen.

OBTENCION DEL LCR

Para la obtencion de la muestra de LCR se lleva a cabo una
puncién lumbar, técnica que debe realizarse una vez
comprobado que no existe presion intracraneal elevada,
examinando el fondo de ojo o realizando una tomografia
axial. Ademas, es recomendable el estudio de coagulacion
previo a la puncién.

La puncion se realiza entre las vértebras lumbares L4-L5 o
inferiores para evitar lesionar la médula espinal, y el paciente
se coloca en decubito lateral, con el mentén pegado a las
rodillas, ya que en esta posicion quedan abiertos los
espacios intervertebrales. Se introduce una aguja biselada
en el espacio intervertebral hasta llegar al espacio
subaracnoideo y se retira lentamente el fiador interno de la
aguja para dejar salir el liquido hasta el recipiente adecuado.

La muestra se recoge en tres tubos estériles de forma
secuencial, siendo el primero para estudio bioquimico, el
segundo para el microbiolégico y el ultimo, para el citolégico.
Una vez obtenida la muestra debe enviarse inmediatamente
al laboratorio para su procesamiento.

Como complicaciones asociadas a la realizacion de la
puncién lumbar se encuentran: enclavamiento del cerebelo o
amigdalas, meningitis, hematoma subdural o extradural, e
infecciones iatrogénicas.

El riesgo y la dificultad asociada a esta extraccion hacen que
sea una muestra muy valiosa, por lo que hay que tener claras
las indicaciones para su obtencion. Se debe hacer puncion
lumbar ante sospecha de:

- Meningitis.

- Hemorragias subaracnoideas, también para distinguir
entre hemorragia intracraneal e infarto.

- Abscesos cerebrales.

- Encefalitis, sindrome de Guillain-Barré, o enfermedades
desmielinizantes.

- Enfermedades sistémicas inflamatorias o autoinmunes.
- Enfermedad de Alzheimer o de Creutzfeldt-Jacob.

- Leucemias o determinadas neoplasias.
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ESTUDIO DEL LCR
e Estudio macroscépico

El LCR se dice que es como “agua de roca”, ya que es
incoloro, inodoro y con viscosidad similar a la del agua. Hay
diversas patologias que provocan cambios en su aspecto
macroscopico y que pueden orientar el diagnostico:

- LCR turbio: sugiere un aumento del recuento celular por
encima de 200 ceélulas nucleadas/uL o de 400
hematies/uL. También la presencia de microorganismos
o la alta concentracion de proteinas es causa de la
turbidez de la muestra.

- LCR hematico: resultado de una puncion traumatica o
de un sangrado patoldgico debido a una hemorragia
subaracnoidea, intracerebral o traumatismo.

- Otros: purulento,
radiologico).

lechoso, aceitoso (contraste

En relacién con los LCR hematicos, para para poder
diferenciar el origen de la sangre, puede realizarse la prueba
de los tres tubos, observar la coagulacién o analizar la
xantocromia.

La prueba de los tres tubos consiste en observar la
coloracién en los tres tubos extraidos. En caso de ser una
puncién traumética, el color del LCR en cada tubo se ira
aclarando progresivamente, en cambio si es producto de una
hemorragia, el color se mantiene.

Otro parametro que ayuda a distinguir las dos entidades es
la coagulacion, en caso de ser producto de una puncion
traumatica, el LCR se coagulard. Pero si la sangre viene
derivada de una hemorragia subaracnoidea no se coagulara
in vitro.

Ademas, el estudio de la xantocromia es importante en estos
casos. La xantocromia hace referencia a la coloraciéon rosada
0 anaranjada del sobrenadante del LCR tras su
centrifugacion. Es producto de la lisis de eritrocitos y aparece
pasadas de 2 a 4 horas tras una hemorragia subaracnoidea.
Pasadas 12 horas comienza a tornarse amarillento, con una
intensidad méaxima a las 24-36 horas, desapareciendo a los
4-8 dias. En caso de ser una muestra traumatica, el
sobrenadante es transparente.

Hay que tener en cuenta que puede aparecer una falsa
xantocromia asociada a:

- Presencia de bilirrubina procedente del plasma, cuando
esta supera los 5 mg/dl de concentracion.

- Demora en la centrifugacion de un liquido hematico (si
permanecen mas de 2-4 horas los hematies en contacto
con el LCR).

- Casos de hipercarotenemia.

- Presencia de melanina en casos de melanosarcoma en
las meninges.

- Contaminacién con mertiolato o desinfectantes yodados
utilizados durante la desinfeccién de la zona de puncion.

- Recién nacidos prematuros, por la concentracion
elevada de bilirrubina y proteinas en plasma y por la
inmadurez de la barrera hematoencefalica.

e Estudio microscopico

Se recomienda realizar el estudio citolégico antes de que
transcurran 2 horas de su extraccion para evitar la lisis
celular.

El andlisis debe realizarse mediante recuento manual en
camaras citométricas (Neubauer, Fuchs Rosenthal o Thoma)
con el liquido sin diluir. Tomando por ejemplo la de
Neubauer, se realiza el recuento de eritrocitos y células
nucleadas en los cuatro cuadrantes externos (Figura 1),
calculando después la concentracién mediante la formula:
Contaje
Concentracion Hematies/Leucocitos = Hematies/Leucocitos x10
4

Donde el 4 hace referencia al nimero de cuadrantes
contados y 10 es el volumen corregido:

- Cada cuadrante mide 1mm de lado y la cdmara tiene
0,1mm de profundidad, por lo que el volumen contado
es 0,2mm?3(0,1ul).

- El contaje se realiza en células/0,1ul, por lo que para
informarlo en células/ul, hay que multiplicar el valor por
10.
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Figura 1. Camara de Neubauer con los cuatro cuadrantes
donde se realiza el contaje sefialado. Elaboracion propia.

No debe realizarse el recuento automatico mediante
autoanalizadores de hematimetria en liquidos con escasa
celularidad, ya que estos equipos carecen de suficiente
sensibilidad analitica.

El recuento diferencial de leucocitos se realiza en caso de
presentar mas de 10 células nucleadas en el recuento. Se
puede hacer realizando una dilucién 1:1 con solucién Turk
(acido acético glaciar que lisa hematies y azul de metileno
que tifie los ndcleos de los leucocitos) y posteriormente
analizarlo al microscopio en camara de recuento (Figura 2).

Figura 2. Leucocitos al microscopio 40x tras tratar con
solucion Turk el LCR. Izquierda: leucocito polimorfonuclear;
Derecha: leucocitos mononucleares. Elaboracion propia

99



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

Edad Concentracion celular
Recién nacido 0 — 50/uL
Hematies 3 meses 0-5/uL
Adultos 0 - 5/uL
0-1mes 0 - 270/uL
Leucocitos 2 meses — 16 afios 0-7/uL
Adultos 0 - 5/uL

Tabla 1. Intervalos de referencia del recuento celular por edad. Adaptado de Merino A., 2020.

Tras efectuar el diferencial leucocitario es recomendable,
realizar una citocentrifuga, ya que es un método de
concentracion celular que ademas preserva la morfologia de
las mismas, lo que permite un estudio citolégico mas
exhaustivo. En caso de no disponer de citocentrifuga, se
puede centrifugar el LCR a 500 rpm durante 5 minutos,
separar el sobrenadante, resuspender el sedimento y hacer
una extension y posterior tincion.

El nimero total de células por microlitro de un adulto sano
oscila entre 0 y 5, que en el caso de las células nucleadas
corresponden en su mayoria a linfocitos (63-99%), y en
segundo lugar a macrdéfagos (3-37%), los neutrdéfilos (0-2%)
son minoritarios. En cambio, en los recién nacidos el intervalo
de referencia es mayor (Tabla 1).

El aumento del numero de células se denomina pleocitosis.
Si la pleocitosis no supera la cifra de 300 células/uL, el
predominio celular suele ser linfocitario y se asocia
generalmente a procesos subagudos o crénicos. Cuando el
recuento celular se encuentra muy aumentado, y predominan
los neutrdfilos, suele deberse a procesos sépticos agudos.
En caso de encontrar aumento de eosinofilos, el origen
puede ser una enquistacion parasitaria (cisticercosis,
hidatidosis) o causas no infecciosas como inyecciones
intratecales, medios de contraste radiolégico o reacciones
medicamentosas. Segun el grado de pleocitosis en el LCR,
se diferencian dos categorias vinculadas a diferentes
procesos clinicos:

1. Pleocitosis leve (10-30 células/pL) y/o moderada (30-
100 células/pL):

— Reacciones meningeas 0 meningismos, meningitis
muy focalizadas y meningitis asépticas.

— Meningitis tuberculosas, donde hay un predominio
de linfocitos junto con un descenso marcado de
glucosa.

— Encefalitis, poliomelitis y diversas formas de
neurosifilis.

—  Tumores cerebrales o medulares.
— Infiltracién por células hematol6gicas malignas.
2. Pleocitosis marcada (>100 células/pL):

— Meningitis  bacterianas, con
neutrofilos.

predominio de

— Meningitis linfocitarias benignas.
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— Meningitis tuberculosa grave.
— Rotura de absceso cerebral.
— Infiltracién por células hematoldgicas malignas.

En los liquidos biolégicos, tanto LCR como los liquidos
serosos ademas de estas células es posible encontrar
células anormales de origen diverso, como neoplasias
hematoldgicas y no hematol6gicas (tumores primitivos del
SNC o metastasis de tumores de otras localizaciones).

e Magnitudes bioquimicas

El estudio bioquimico del LCR incluye la determinacion de
diferentes analitos. Entre los mas habituales se encuentran
los siguientes:

—  Glucosa:

La glucosa es una molécula capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica desde el plasma pasando asi al LCR a
través de mecanismos de difusion pasiva y transporte activo,
dependiendo, por tanto, la concentracion de glucosa en LCR
de la glucemia. Esta dependencia hace necesaria la
medicién de la glucosa sanguinea a la par que la medicion
de la glucosa en LCR.

La concentracion de glucosa en LCR en un adulto es
aproximadamente entre un 50 y un 80% de la glucemia (50-
80 mg/dL).

El incremento de la concentracion de glucosa en LCR no
tiene significacion diagndstica, pero puede enmascarar el
consumo de glucosa. Sin embargo, su disminucion, por
debajo de 40 mg/dL, es indicativa de hipoglucemia
prolongada, déficit en el transporte activo o, en la mayoria de
los casos, de consumo celular. Las células que suelen
aparecer en LCR y causan una disminucién de glucosa
pueden ser microorganismos (meningitis bacteriana,
tuberculosa o micoética), leucocitos (como neutréfilos en
meningitis bacteriana o linfocitos en el caso de la meningitis
tuberculosa), o células neoplasicas en casos de infiltracion
del sistema nervioso central.

La monitorizacion de los niveles de glucosa en LCR se
pueden emplear en el estudio de la respuesta a tratamiento
ya que sus valores se normalizan tras un tratamiento eficaz.
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— Proteinas totales:

La presencia de proteinas en el LCR varia con la edad. Los
recién nacidos presentan una concentracion de entre 30 y
140 mg/dL debido a la inmadurez de la barrera
hematoencefélica pero estos niveles descenderan en el
primer afio de vida. Sin embargo, los adultos presentan una
concentracion muy baja en comparacion con el nivel de
proteinas plasmaticas, entre 15 y 45 mg/dL, siendo la
proteina mayoritaria en ambos casos, la albumina.

Las proteinas totales pueden verse elevadas por diferentes
mecanismos fisiolégicos como un aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, un flujo
reducido de LCR, sintesis intratecal o destruccion de tejido
cerebral. Todo ello puede ser debido a meningitis, sobre todo
bacteriana, hemorragias, tumores o esclerosis miltiple y
otras degeneraciones del tejido cerebral.

- Lactato:

En este caso, la concentraciéon de lactato en LCR no esta
relacionada con la concentracion de lactato sanguineo
debido a la escasa difusion de este analito a través de la
barrera hematoencefalica. Se trata de un producto del
metabolismo anaerobio en el sistema nervioso central.

Su concentracién se ve incrementada en trastornos que
generan hipoxia, tumores cerebrales o hidrocefalia. Ademas,
su determinacién es de gran utilidad en el diagndstico precoz
de meningitis ya que los niveles de lactato se incrementan
antes del aumento de leucocitos. En el caso de meningitis
fungicas o tuberculosas superan los 25 mg/dL mientras que
en bacterianas llegan a superar los 35 mg/dL.

— Adenosina desaminasa (ADA):

Se trata de un marcador Util en el diagndstico de meningitis
tuberculosa.

CONCLUSIONES

El estudio de LCR es de gran utilidad para el diagnéstico de
diferentes patologias como la meningitis.

Es importante conocer en el laboratorio que se trata de una
muestra valiosa debido a su dificil extraccion por lo que ha
de ser estudiado con consideracion.

Como se ha detallado a lo largo del capitulo, el estudio del
LCR en un laboratorio de bioquimica clinica consta de tres
partes: estudio macroscopico, estudio microscopico y
cuantificacion de diferentes magnitudes bioquimicas. En
caso de sospecha de causa infecciosa, este andlisis se ha
de completar con un estudio microbiolégico para confirmar o
descartar la etiologia infecciosa.
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INTRODUCCION

El liderazgo se ha definido de diversas formas, a veces muy
imprecisas, pero es comunmente aceptado que sus
actividades clave son influenciar y direccionar, con énfasis
en elementos intangibles (valores, misién, motivacién) y que
tiene a las personas como objeto de su ejercicio.

Una definicion que recoge y subraya las caracteristicas
esenciales del concepto de liderazgo contendria los
siguientes términos:

e Proceso. El liderazgo es accion, se manifiesta
haciendo; no es algo pasivo, sin consecuencia, ni
resultado.

e Individual. Los lideres son individuos; no son
grupos, nhi organizaciones.

e Influencia. Es la palabra clave mas importante. El
liderazgo implica siempre influencia en los
pensamientos, sentimientos y acciones de otras
personas.

e Seejerce sobre otras personas o grupos. No hay
liderazgo sin seguidores.

¢ Intencionalmente. El liderazgo no es accidental, se
ejerce conscientemente.

e Paralograr metas. El liderazgo es instrumental, se
ejerce para lograr propdsitos concretos. Liderar
implica direccionar, conducir hacia metas y en
direcciones determinadas.

Para acabar de entender a qué nos referimos al hablar de
liderazgo es conveniente distinguirlo de lo que no es, ya que
puede confundirse con los conceptos de gestionar,
administrar, poder y autoridad, pero es perfectamente
diferenciable®.

Personas
Manejar, . y cosas.
GESTIONAR Procurar Tanglples € Recursos
intangibles
Ordenar en
general
Tangibles:
ADMINISTRAR | Elecutar recursos, Cosas
Utilizar fisicos,
presupuestos
. Personas
Tangibles y/o
. ) y/o cosas
Influencia intangibles (segun el
PODER “8 | (segtin el tipo | %Y
potencial tipoy
y fuente de
oder) fuente de
P poder)
AUTORIDAD Poder | Tangibles e | oo o as
formal intangibles

Qué es y qué no es liderar
Palabr = . j
CONCEPTO alabra Enfasis Objeto

clave principal
Intangibles:

LIDERAR | Mfluenciar | valores, o as

Direccionar vision,

motivacién

Tabla 1. Qué es y qué no es liderar. Adaptado de:
Saturno PJ, 2008.

¢LIDER O GESTOR?

El liderazgo es uno de los varios papeles que el gestor debe
ejecutar, probablemente el méas importante de todos, pero no
el Unico, véase por ejemplo el esquema de Mintzberg? sobre
esta cuestion:

e Cabeza visible de la organizacién: = Como
consecuencia de su autoridad formal, el directivo
representa a la organizacion en actos y aspectos de
indole social y legal. Este papel se ejerce en
multiples actividades que van desde la firma de
documentos hasta participar en actos sociales y
ceremonias oficiales.

e Lider: Influencia y guia a los subordinados para
asegurarse que estan motivados para conseguir las
metas establecidas. El papel de lider penetra y se
relaciona con todas las actividades del directivo.

e Enlace: Establecimiento y mantenimiento de una
red de enlaces y relaciones con individuos o grupos
fuera de la unidad organizativa sobre la que tiene
competencia como directivo.

103




CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

e Monitorizador: Recogida y procesamiento de
informacién de muy variadas fuentes, y con
objetivos diversos como son la identificacion de
problemas y oportunidades, y la comparacién de
procesos internos y externos de la organizacion.

e Diseminador: Difusiébn a otros niveles de la
organizacion de la informacion relevante a la que se
tiene acceso en tanto que directivo.

e Portavoz: Transmisién de los valores e informacion
sobre la organizacion a las personas y entidades
externas a la unidad organizativa sobre la que se
tiene competencia.

e Emprendedor: Iniciar y disefiar cambios
planificados para aprovechar las oportunidades de
mejorar la situacion presente.

e Manejo de disturbios: Enfrentar y gestionar las
crisis y conflictos repentinos, debidos a causas y
sucesos imprevistos (pérdida de algun subordinado
clave, conflictos de personal, huelgas, etc.)

e Distribucion de recursos: Reparto de dinero,
personal, equipamiento, servicios, etc. de acuerdo
con las prioridades y estrategias que se
establezcan.

e Negociador: Participacion clave en negociaciones
con sindicatos, grupos de personal, contratos con
clientes y/o proveedores importantes, etc. En
general y sobre todo en aquellas negociaciones que
impliguen un compromiso sustancial para la
organizacion.

Decir que los esquemas de evaluacion de la excelencia
empresarial, como el Malcom Baldrige y el EFQM, asumen
que la autoridad formal y el liderazgo son coincidentes.

Asi pues, este es un asunto complejo. Boyett J describe, a
partir de escritos de varios autores, las principales
diferencias que se han sefialado en la literatura entre un
directivo normal y un directivo liders:

DIRECTIVOS LIDERES

Hacen las cosas
correctas.

Hacen correctamente las
cosas.

Se interesan por la
eficiencia.

Se interesan por la
efectividad.

Administran Innovan

Se centran en los
programasy las
estructuras.

Se centran en las
personas
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Confian en el control.

Confian en la confianza.

Organizan y se proveen de
personal

Alinean gente con una
direccién.

Hacen hincapié en las
tacticas, estructuras y
sistemas.

Hacen hincapié en la

filosofia, en los valores

de la esenciay en los
objetivos.

Tienen una visién a corto
plazo.

Tienen una vision a largo
plazo

Preguntan como y dénde.

Preguntan qué y por qué

Aceptan el status quo.

Desafian al status quo.

Se centran en el presente.

Se centran en el futuro.

Tienen su mirada en el
minimo aceptable

Tienen su mirada en el
horizonte.

Desarrollan procesos y
horarios detalladamente.

Desarrollan visiones y
estrategias.

Buscan la previsibilidad y el
orden.

Buscan el cambio.

Evitan riesgos

Buscan riesgos.

Motivan a la gente a
ajustarse a los estandares.

Incitan a la gente a
cambiar

Utilizan la influencia de
posicién-a-posicion
(superior-a-subordinado).

Utilizan la influencia de
persona-a-persona.
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Necesitan que otros
obedezcan.

Incitan a los otros para
que les sigan.

Funcionan bajo normas
organizacionales,
regulaciones, politicas y
procedimientos.

Funcionan al margen de
normas, regulaciones,
politicas y
procedimientos.

Toman la iniciativa de

Les han dado el puesto. .
liderar.

Tabla 2. Diferencia entre gestor y lider. Fuente:
Boyett J et al, 1999.

RASGOS Y CONDUCTAS DEL LIDER

Los estudios sobre liderazgo, con definicion de teorias y
modelos especificos, empezaron a tomar cuerpo en el
segundo tercio del siglo XX.

Desde una perspectiva actual los diversos modelos
explicativos del liderazgo que se han ido produciendo se
complementan, pudiendo ser considerados visiones
parciales de una realidad méas compleja

Los primeros intentos para poder identificar a los lideres se
centraron en la busqueda de determinadas caracteristicas
personales diferenciadoras. (rasgos fisicos; de personalidad;
relacionados con la inteligencia; relacionados con la
consideracion social; relacionados con la tarea o el trabajo o
relacionados con la relacion social con los demas). Sin
embargo, no fue posible refrendar empiricamente ninguno de
los modelos propuestos.

A pesar de su escaso refrendo empirico se siguen
produciendo hoy dia listados de caracteristicas 0 rasgos
determinantes de un liderazgo efectivo.

El segundo tipo de enfoque para entender el liderazgo lo
asocia a una determinada conducta, considerando a los
rasgos o caracteristicas como factores predisponentes, no
determinantes.

MODELOS DE LIDERAZGO BASADOS EN EL
COMPORTAMIENTO

Los modelos de liderazgo que se basan en el
comportamiento, desarrollando ademas instrumentos para
medir la presencia de los diversos estilos, fueron los estudios
de la Universidad de Ohio y de la Universidad de Michigan,
realizados casi simultdneamente, y la formulacién/resumen
que realizaron Blake y Mouton, muy popular y extensamente
utilizada como herramienta docente en los programas de
desarrollo de liderazgo en los afios 60 y 70. Vamos a ver
brevemente las aportaciones esenciales de estos modelos:

e El modelo de la Ohio State University. Distinguio
cuatro estilos de liderazgo combinando niveles altos
y bajos de dos dimensiones de la conducta del lider:

en relacion al trabajo y en relaciébn a las
necesidades de los subordinados.

El modelo de la Ohio State University no fue
completamente corroborado empiricamente, pero la
distincién entre actividades técnicas (en relacion al
trabajo) y humanas (en relacion a las personas) asi
como la relevancia de las necesidades del grupo,
fueron aportaciones que se han incorporado a las
formulaciones de modelos posteriores

e El modelo de la Universidad de Michigan. El
modelo de la Universidad de Michigan define dos
dimensiones de comportamiento semejantes a las
del modelo de Ohio, siendo més efectivos los
lideres en los que predomina el comportamiento
“centrado en el empleado”; una hipétesis que no se
vio refrendada con resultados empiricos

e La cuadricula gerencial de Blake y Mouton.
Contempla dos dimensiones: “orientacion a la
produccién” y “orientacion a las personas’,
claramente derivadas de los estudios anteriores y
definidas de manera semejante, siendo un resumen
de las aportaciones de los modelos de explicacion
del liderazgo basados en el comportamiento.

MODELOS DE LIDERAZGO BASADOS EN LA TEORIA DE
LA CONTINGENCIA

Ante la insuficiencia de los modelos basados en el
comportamiento para explicar el liderazgo efectivo surge una
nueva oleada de modelos, inspirados en la llamada Teoria
de la Contingencia.

La idea basica de los modelos basados en la contingencia es
que el liderazgo efectivo surge de la interaccion con el grupo
y la situacién en que se ejerce, y depende de su consistencia
con esta; de forma que no hay rasgos ni conductas
universalmente mejores que otras. A cada grupo Yy situacion
corresponde un estilo mas efectivo. A continuacion vamos a
detallar los diferentes tipos de modelos de este apartado:

e Modelo del Continuum Autocréatico-
Democratico: Expresa la conducta del lider en
funcion del area de libertad y participacion que se
da al grupo liderado.

Si bien los autores del modelo Autocratico-
Democrético afirman explicitamente que no hay un
estilo igualmente efectivo en todas las ocasiones,
los estudios empiricos se centraron en los estilos
extremos, encontrando mas satisfacciéon en los
subordinados cuando el estilo del lider era
democratico.

e Modelo del camino-meta. El complejo modelo del
camino-meta tuvo gran aceptacion en medios
académicos, pero menos en el ambito empresarial,
probablemente por la dificil visualizacién de su
aplicacion practica

El modelo del camino-meta basa la efectividad del
lider en su capacidad para motivar a los
subordinados. Motivaciéon que resulta de las
percepciones (expectativas, instrumentalidades,

105



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

Uso de la autoridad por el gerente T e

Y

A

———" Areas de libertad de los subordinados

El gerente
toma la

El medio ambiente organizacional

El medio ambiente social

; El gerente
decisitn y “vende” la El gerente T
ladaa dectsian presenta El gerente T
CONOCEr ideas g presenta El gerente
invita & una decision plantea un El gerents
| preguntar tentatva problema, define los El gerente
susceptible pide limites, y permite a los
de cambio Sugerencias pide &l subordinados
— ¥ toma grupo fomar actuar dentro
decisiones una de bos limites
decision. definidos por
&l supenor

Figura 1. Esquema del continuum autocratico-democratico como modelo de liderazgo. Adaptado de:
Tannenbaum R et al, 1973%.

valencias) de los propios subordinados, moduladas
por tres tipos de contingencias: caracteristicas del
medio laboral, caracteristicas propias de los
trabajadores, y conducta del lider.

El modelo del camino-meta ha tenido varias
versiones, cada vez mas complejas sobre todo en
cuanto a numero de variables contingentes a tener
en cuenta.

e Modelo de liderazgo situacional: El modelo de
liderazgo situacional tuvo desde su aparicion una
gran aceptacion en medios empresariales.

El principal, practicamente Unico, factor de
contingencia del modelo de liderazgo situacional es
el grado de madurez de los subordinados, al cual
debe adaptarse el estilo del lider.

El grado de madurez de los subordinados depende
de varios factores y es diferente segln la tarea u
objetivo de que se trate.

Combinando niveles alto y bajo en las dimensiones
de comportamiento que proponen los modelos
basados en la conducta, se distinguen cuatro estilos
de liderazgo:

- Directivo. Caracterizado por alta conducta de
tarea y baja conducta de relacién. El lider
define qué hacer, cémo y cuando. La opinién
de los subordinados y el apoyo a sus
necesidades de relacion no son importantes.
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- Persuasivo. Alta conducta de tarea y también
alta conducta de relacion. El lider define lo que
hay que hacer, pero también tiene en cuenta
las opiniones y necesidades de los
subordinados, a los que apoya y convence.

- Participativo. Baja conducta de tarea y alta
conducta de relacidon. Las decisiones se toman
de forma conjunta. El lider apoya y facilita las
iniciativas y participacion de los subordinados.

- Delegador. Baja conducta de tarea y baja
conducta de relacién. El lider no se inmiscuye
y delega toda responsabilidad en los
seguidores.

La madurez de los subordinados se define en
funcibn de su motivacion, responsabilidad y
competencia, pudiendo tener niveles diferentes de
madurez frente a tareas y objetivos diferentes:

- M4 - El mas alto. Corresponde a individuos
altamente motivados, y dispuestos y capaces
de asumir responsabilidades.

- M3 - Individuos con capacidad pero sin deseo
de hacer lo que el lider les pide.

- M2 - Individuos con deseo pero sin capacidad
para hacer lo que el lider les pide.

- M1 - El mas bajo. Corresponde a individuos
desmotivados, no predispuestos a asumir
responsabilidad alguna y sin formacion ni
experiencia sobre las tareas de que se trate.
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Figura 2. Esquema simplificado del modelo camino-meta. Fuente: Saturno PJ, 2008.

En la figura 3 se resume este modelo.

Segun el modelo de liderazgo situacional, el lider mas
efectivo seria aquel que es capaz de adaptar su estilo al
grado de madurez de los subordinados. La forma de utilizar
este modelo sera como sigue:

1. Determinar latarea u objetivo que se quiere hacer o
consequir.

2. Determinar el nivel de madurez del grupo en
relacion a esta tarea u objetivo.

3. Determinar el estilo méas efectivo que corresponde
a esta situacion y actuar en consecuencia. En el
esquema de la figura 4, este estilo es el que se
encuentra en la curva de los estilos de liderazgo, al
trazar una linea vertical desde el nivel de madurez
de que se trate.

Este modelo es uno de los gue mas se ha puesto en practica
y mas estudios hay:

La formulacion del modelo de liderazgo situacional se
acompafi6 de un cuestionario para medir el estilo
predominante y la efectividad potencial (capacidad de
adaptacion potencial) del lider.

El cuestionario para la valoracion del estilo y capacidad
potencial de adaptacion de los lideres tiene un alto nivel de
validez facial y parece que también consistencia interna y
cierta validez de construccion y de criterio. Sin embargo, la
validacion empirica del modelo ha estado en parte lastrada
por la falta de un instrumento de medicion de la madurez de
los subordinados, un concepto clave del modelo

Con posterioridad han ido apareciendo otros modelos e ideas
de gran interés en torno al liderazgo, como veremos a
continuacién, pero el modelo de liderazgo situacional sigue
siendo (til al menos para la autoevaluacion y la reflexién

sobre el estilo de liderazgo y la capacidad que se tiene de
adaptacion a situaciones diferentes.

LOS TRES CAMBIOS FUNDAMENTALES EN EL ROL DEL
LIDER ACTUAL.

e De estratega a visionario: El lider actual debe
tener un mayor componente emocional centrandose
més en desarrollar una vision adecuada que en
disefiar planes de accion detallados.

e De “comandante” a “narrador de historias”: El
lider actual debe tener habilidades para “contar
historias” que den respuesta a las inquietudes de
los seguidores y los alinee con la visién de la
organizacion.

e De arquitecto de sistemas a agente de cambio y
“sirviente”: El lider actual debe procurar
desarrollar las capacidades de iniciativa y desarrollo
de ideas de los subordinados. Deben ser un agente
de cambio que “sirva” a los subordinados
fomentando su creatividad y aprendizaje, y
reconociéndoles su poder y autoridad.

LIDERAZGO EN LAS INSTITUCIONES SANITARIAS

Los servicios de salud tienen unas ciertas peculiaridades
como organizacion que deben ser tenidas en cuenta a la hora
de adaptar cualquiera de los modelos de gestion y ejercicio
del liderazgo.

e Configuracion estructural:

Mintzberg distingue cuatro tipos de Ilo que Illama
configuraciones estructurales de las organizaciones en
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Figura 3. Esquema del modelo liderazgo situaci

funcioén de unos ciertos parametros basicos de disefio de las
mismas:

e el principal mecanismo de coordinacion;
e el elemento o parte fundamental de la organizacion

e el tipo de centralizacion/descentralizacion que
corresponde.

Las instituciones sanitarias responden a organizaciones
descritas como “Burocracia profesional”.

En esta configuracion estructural, el principal mecanismo de
coordinacion es la normalizacion de las habilidades, y la
parte fundamental de la organizacion es el “nucleo de
operaciones”, donde se produce el producto o servicio que
da sentido a la organizacion. Segun Mintzberg, en la
“burocracia profesional” los miembros del nucleo de
operaciones intentan de forma natural minimizar la influencia
de los administradores, tanto directivos como analistas,
sobre su trabajo, por lo que fomentan y trabajan méas a gusto
con una descentralizacion tanto vertical como horizontal en
la toma de decisiones. Otras configuraciones estructurales
se caracterizan en cambio por ser congruentes con un
funcionamiento centralizado, o con grados diversos de
descentralizacion vertical u horizontal.

Este mismo aspecto distintivo de las organizaciones
sanitarias es lo que otros autores llaman “profesionalismo”
de la organizacion. Los profesionales controlan los inputs,
procesos y outputs clave de la organizacion, de forma que,
debido a la complejidad y la importancia del trabajo que
realizan, generalmente se les concede unos niveles muy
altos de autonomia. En los llamados “momentos de la
verdad” (aquellos en los que se realiza el servicio que
requiere el paciente) la supervision de los directivos es
inexistente, y sin embargo es en esos momentos en los que
se deben de hacer notar los valores de la organizacién, y es
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ional. Adaptado de: Hersey P et al, 1977.5

de esos momentos de los que dependera la reputacion de la
institucion.

En esta misma linea, diversos autores apuntan a las
diferencias en la llamada “mentalidad del gestor” y la
“mentalidad clinica”, formadas ambas a través de una
determinada y diferente educacion, experiencia y proceso de
socializacion. En general el foco de atencion y la
responsabilidad en la mentalidad clinica es el paciente
individual, mientras que para la “mentalidad del gestor” es la
organizacion; los clinicos estan acostumbrados y entienden
mejor las relaciones de autoridad horizontales relacionadas
con la profesion y la tarea que realizan, mientras que los
gestores entienden mejor y ejercen relaciones de autoridad
verticales, relacionadas con el grado de autoridad del puesto
que se ocupa en la organizacién. Si no tenemos en cuenta
estas diferencias, es relativamente frecuente una situacion
de incomunicacioén y/o incomprensiéon mutua entre gestores
y profesionales en las instituciones sanitarias.

Por todo ello (configuracion estructural de burocracia
profesional, “profesionalismo” de los servicios que se
ofrecen, “mentalidad clinica” congruente con la
responsabilizacion individual), la mayoria de los estudios
sobre liderazgo en los servicios de salud sugieren la
superioridad en este contexto de los estilos participativo y
delegativo, mayoritariamente bajos en conducta de tarea,
implicando un amplio grado de autonomia en los
subordinados. Al mismo tiempo, la madurez en relacion a las
habilidades para tareas concretas en los profesionales de la
salud es quiza mas obviamente situacional que en otros tipos
de organizaciones.

Como puede verse, también desde el punto de vista de sus
peculiaridades, al hablar de servicios de salud cobra de
nuevo total relevancia el concepto del emporwerment como
un rasgo deseable de la forma de gestionarlos, conclusion a
la que parece llegarse a través de multiples teorias,
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esquemas y razonamientos. En el lenguaje paraddjico de la
ciencia de la complejidad, el lider de las instituciones
sanitarias debe ser capaz de: indicar la direccién sin formular
directivas; liderar a través de servir a los liderados; ejercer la
autoridad sin controlar; y limitar la autonomia profesional
respetandola.

e Misién y valores de los servicios de salud:

Los servicios de salud implican generalmente en su misién y
valores un componente de responsabilidad social que es
conveniente no olvidar.

El énfasis exclusivo en aspectos economicistas y financieros
puede perjudicar el objetivo final, la misién en si, de los
servicios de salud en relacion a la satisfaccion de las
necesidades sanitarias y la elevacion del nivel de salud de la
poblacion.

Hay autores que cuestionan practica y éticamente la
asuncion de que desde el punto de vista de la gestion la
provision de servicios de salud no es diferente de la provision
de otro tipo de servicios.
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INTRODUCCION

La gestion de la calidad comienza con la implantacion de un
sistema de calidad para la organizacion, cubriendo toda su
actividad y siguiendo unas guias o estandares.

Se entiende como sistema de calidad la estructura
organizativa establecida para regir y actualizar el conjunto de
responsabilidades, procesos, acciones y recursos que exige
la gestién de la calidad. Los sistemas de calidad que se
implantan en los laboratorios clinicos se ajustan, en general,
a la ley vigente, a normas internacionales o a modelos no
normativos. La aplicacion de los modelos tiene gran utilidad
como mecanismo de seguimiento en los procesos que se
evallan y en la deteccién de problemas. Estos problemas se
someten a ciclos continuados de mejora. Los modelos se
diferencian entre si en cuanto a los objetivos de la
evaluacion, los requisitos que se pretenden evaluar y la
metodologia empleada en esta.

NORMAS DE CERTIFICACION Y DE ACREDITACION.
NORMAS ISO

Son modelos por los cuales puede optar el laboratorio clinico
de forma voluntaria para implantar un sistema de calidad. Las
normas son publicadas por el Organismo Internacional para
la Estandarizacion (ISO), aceptadas por la Unién Europea
(European Norm [EN]) y por Espafa (Unificacion de
Normativas Espafolas [UNE]). Cuando un laboratorio
implanta un modelo normativo de gestion de la calidad,
puede solicitar el reconocimiento de una entidad externa que
audita y concede un sello de calidad. Estas son las normas
que pueden emplear los laboratorios clinicos para implantar
un sistema de calidad; en general, existen dos esquemas:

e Certificacion del sistema de calidad

- 1SO 9001:2015. (Anterior versién en 2008)

Es una norma de certificacion que contempla la gestién de la
calidad.

No es especifica de los laboratorios clinicos, aunque muchos
de ellos optan por esta norma para implantar un modelo de
calidad, generalmente como paso previo a la implantacion de
un sistema normativo de acreditacion.

110

La Asociacion Espafiola de Normalizacion (AENOR) certifica
a los laboratorios clinicos segun esta norma. En la Tabla 1
se expone el indice con los aspectos que contempla esta
norma.

1. Alcance del Sistema

2. Referencias normativas

3. Términos y definiciones

4. Contexto de la Organizacion

4.1. Organizacion y su entorno

4.2. Las necesidades y expectativas de las partes interesadas
4.3. Alcance del sistema de Gestién de Calidad

4.4. Sistema de gestion de Calidad

7. Soporte

7.1 Recursos

7.2 Competencia
7.3 Concienciacion
7.4 Comunicacion

7.5 Informacién documentada

8. Operaciones (Realizacion del producto)

8.1 Planificacion y control operacional

8.2 Interaccion con los clientes y otras partes interesadas
(compras- contratos)

8.3 Preparacion Operacional

8.4 Control de procesos

8.5 Disefio y desarrollo

8.6 Ejecucion / Implementacion

8.7 Control de provisién externa de bienes y servicios (compras).

9. Evaluacién del desempefio
9.1 Seguimiento, medicion, analisis y evaluacién
9.2 Auditorias Internas

9.3 Revision por la direccion

10. Mejora
10.1 No conformidades y acciones correctivas
10.2 Mejora continua
Tabla 1. indice de la norma I1SO ISO 9001:2015
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e Acreditacién del sistema de calidad y de la
competencia técnica

La Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) es el Unico
organismo autorizado en Espafia que acredita a los
laboratorios segun las siguientes normas:

- UNE-EN-ISO 17025 (2017)

Es una norma de acreditacion que afecta a la gestion de la
calidad y los requisitos técnicos de los laboratorios de ensayo
y calibracién. No es especifica de los laboratorios clinicos vy,
por tanto, no cubre algunos aspectos particulares que
afectan a la calidad del proceso analitico en este ambito.

- UNE-EN-ISO 15189 (2023)

Es una norma de acreditacion especifica para los
laboratorios clinicos.

La primera edicion fue publicada en 2003. Segunda edicion
2007. En junio de 2013 se publico la tercera edicion de la
UNE-EN-ISO 15189 en espafiol (en inglés, en 2012). En
diciembre de 2022 se publicé la edicion vigente,
traduciéndose al espafiol en enero de 2023.

Incluye los requisitos de gestion de la calidad, los requisitos
técnicos y los requisitos médicos que deben cumplir los
laboratorios clinicos para obtener el reconocimiento externo
de su competencia técnica para la realizacion de andlisis. En
la Tabla 2 se muestra el indice con los items que contempla
esta norma:

1 Objeto y campo de aplicacién

2 Referencias normativas

3 Términos y definiciones

4 Requisitos generales
4.1 Imparcialidad
4.2 Confidencialidad

4.3 Requisitos relativos a los pacientes

5 Requisitos estructurales y de gobernanza
5.1 Entidad legal

5.2 Director del laboratorio

5.3 Actividades del laboratorio

5.4 Estructura y autoridad

5.5 Objetivos y politicas

5.6 Gestion del riesgo

6 Requisitos de los recursos

6.1 Generalidades

6.2 Personal

6.3 Instalaciones y condiciones ambientales

6.4 Equipamiento

6.5 Calibracion y trazabilidad metrol6gica del equipamiento
6.6 Reactivos y materiales consumibles

6.7 Acuerdos de prestacion de servicios

6.8 Productos y servicios proporcionados externamente

7 Requisitos del proceso

7.1 Generalidades

7.2 Procesos preanaliticos

7.3 Procesos analiticos o de analisis

7.4 Procesos postanaliticos

7.5 Trabajo no conforme

7.6 Control de datos y gestion de la informacion

7.7 Quejas

7.8 Planificacion de la continuidad y preparacion para

emergencias

8 Requisitos del sistema de gestién

8.1 Requisitos generales

8.2 Documentacion del sistema de gestién

8.3 Control de documentos del sistema de gestién

8.4 Control de registros

8.5 Acciones para los abordar riesgos y las oportunidades de
mejora

8.6 Mejora

8.7 No conformidades y acciones correctivas

8.8 Evaluaciones

8.9 Revisiones por la direccion

Anexo A Requisitos adicionales para los anélisis realizados cerca
del paciente (POCT)

Anexo B Comparacion entre las Normas 1SO 9001:2015 e I1SO
15189:

Anexo C Comparacion entre las Normas ISO 15189:2012 e ISO
15189:2022(este documento)

Tabla 2. indice de la norma 1SO 15189:2023

- IS0 22870:2016

La norma ISO 22870 esta prevista para ser utilizada junto
con la norma ISO 15189. Contiene los requisitos especificos
aplicables a todos los analisis realizados junto al paciente o
Point-of-Care Testing (POCT), siempre y cuando se efectden
dentro de un hospital u organizacion sanitaria.

Tras la publicacion de la norma 15189:2023, se incorporan a
esta los items contemplados en la norma ISO 22870:2016.

_ mmm)  Gestion de la calidad

_ =4 Gestion de la calidad +  Requisitos técnicos

m ‘ Gestion de la calidad + | Requisitos técnicos  + Requisitos médicos

Figura 1. Relacion entre los requisitos de las normas de
certificacion (ISO 9000) y acreditacién (1ISO 17025 y 15189).
Tomado de: Gonzéalez Hernandez A, 2019.

MODELOS NO NORMATIVOS

Los laboratorios clinicos pueden optar también por modelos
no normativos a la hora de implantar un sistema de calidad.
No son especificos para ellos y generalmente son modelos
supralaboratorio, ya que suelen implantarse en
organizaciones sanitarias mas amplias, como hospitales.
Tras la implantacion de alguno de estos modelos, el
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laboratorio o el hospital pueden solicitar el reconocimiento
externo mediante la auditoria correspondiente. Otros
modelos no permiten la obtencion de un reconocimiento
externo y se emplean exclusivamente como herramienta
para la mejora, sin la pretension de un sello de calidad, como
imagen para el cliente.

e Joint Commission on Accreditation of
Healthcare Organizations (JCAHO)

La JCAHO es una organizacién norteamericana que emplea
un modelo basado en estandares para la acreditaciéon de
centros sanitarios (Figura 2). Considera el laboratorio clinico
como una parte integral de la organizacién hospitalaria y no
un sistema aparte. Tiene una larga trayectoria de aplicacion
en Estados Unidos, y actualmente existen centros sanitarios
acreditados en mas de 30 paises, entre ellos Espafa.
Generalmente se opta, de forma voluntaria, por implantar un
sistema de calidad, segin The Joint Commission, para todo
el hospital, red de centros de salud u otros centros sanitarios.

Cada uno de los estandares incluye varios elementos de
medicién, cuya valoracion se emplea en la evaluacion de la
documentaciéon y en la auditoria que realiza el organismo
acreditador.

Medicién, andlisis y mejora continua

Figura 2. Organizacion de los estandares de The Joint
Commission. Tomado de: Gonzalez Hernandez A, 2019.

e Modelo europeo de calidad total (European
Foundation for Quality Management [EFQM])

Es un modelo basado en la participacién de todos sus
empleados, que pretende el éxito a largo plazo, en una
continua mejora de sus procesos, y el beneficio de todos
mediante la satisfaccion del cliente y el cumplimiento de su
responsabilidad con la sociedad.

No proporciona ningln programa de accion, ni un conjunto
de herramientas de mejora, ni un instrumento de motivacion
ni un conocimiento completo de la calidad total. Proporciona
una forma de entender la calidad total, una guia para el
autodiagndstico, y puede ser una herramienta para
estructurar las areas de mejora.

Las ideas esenciales son el cliente, la gestién con datos, la
blusqueda de problemas y mejora continua, la comparacion
con los mejores, la participacién o implicaciéon de todos, la
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formacion, el compromiso y el liderazgo de la direccion. Los
criterios y la puntuacién maxima que puede obtener cada uno
de ellos se presentan en un mapa (Figura 3).
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Figura 3. Mapa con los items a contemplar en la EFQM.
Tomado de: http:/mww.efgm.es/
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Como se puede observar, el modelo EFQM consta de 9
criterios de evaluacion: 5 criterios agentes (criterios 1-5) y 4
criterios resultados (criterios 6—9), cada uno de los cuales
consta a su vez de varios subcriterios.

Los criterios agentes indican como deberia actuar un centro
en el que esté implantado un sistema de gestion de calidad
total, y los criterios resultados reflejan lo que el centro esta
logrando. En la Tabla 3 consta la definicién de cada uno de
los 9 criterios que componen el modelo.

Criterio 1. Liderazgo Como los directivos y mandos
intermedios desarrollan y facilitan la consecucién de la
mision y la vision, desarrollan los valores necesarios para
alcanzar el éxito a largo plazo e implantan todo ello en la
organizacion  mediante las acciones 'y los
comportamientos adecuados, implicandose
personalmente para conseguir que el sistema de gestion
de la organizacion se desarrolle e implante.

Criterio 2. Politica y estrategia Como implanta la
organizacion su mision y vision mediante una estrategia
claramente centrada en todos los grupos de interés y
apoyada por planes, objetivos, metas y procesos
relevantes.

Criterio 3. Personas COmo gestiona, desarrolla y
aprovecha la organizacién el conocimiento y todo el
potencial de las personas que la componen, tanto a escala
individual, como de equipos o de la organizacion en su
conjunto; y como planifica estas actividades en apoyo de
su estrategia y del funcionamiento eficaz de sus procesos.

Criterio 4. Alianzas y recursos Como planifica y gestiona
la organizacién sus alianzas externas y sus recursos
internos en apoyo de su estrategia y del eficaz
funcionamiento de sus procesos.

Criterio 5. Procesos Cémo disefia, gestiona y mejora la
organizacion sus procesos para apoyar su politica y
estrategia y para satisfacer plenamente, generando cada
vez mas valor, a sus clientes y otros grupos de interés.
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Criterio 6. Resultados en clientes Qué logros esta
alcanzando la organizacién en relacion con sus clientes
externos.

Criterio 7. Resultados en personas Qué logros esta
alcanzando la organizacién en relacién con las personas
que la integran.

Criterio 8. Resultados en la sociedad Qué logros esta
alcanzando la organizacion en la sociedad.

Criterio 9. Resultados clave Qué logros esta alcanzando

la organizacion en relacion con el rendimiento planificado.

Tabla 3. Tipos de criterios, criterios y definicion de éstos.
Adaptado del modelo European Foundation for Quality
Management.

Conviene destacar que hay una intima relaciéon entre
criterios: el criterio resultados en clientes (criterio 6) tiene una
relacion muy estrecha con el criterio procesos (criterio 5), el
criterio resultados en personas (criterio 7) con el criterio
personas (criterio 3) y el criterio resultados clave (criterio 9)
con los criterios politica y estrategia, y recursos (criterios 2 y
4, respectivamente).

Este modelo no surgié propiamente como modelo de calidad,
sino que era el modelo que seguian las empresas que
concurrian a la convocatoria anual del premio instaurado por
la EFQM, y que se comprobé que era de gran utilidad para
conseguir un elevado nivel empresarial. El Club de
Excelencia en la gestién concede a la empresa un sello, con
la puntuacién obtenida, como reconocimiento al modelo de
calidad implantado.

A escala internacional, existen premios de este tipo en
Estados Unidos (Premio Nacional Malcolm Baldridge) y
Japon (Premio Deming).

e Otros
- Seis Sigma

Es un modelo de calidad no especifico de los laboratorios
clinicos, aunque es ampliamente utilizado como herramienta
de aseguramiento de la calidad del proceso analitico. Surge
a partir de los sistemas de gestion de calidad total.

Esta orientado al cliente y emplea una metodologia para la
eliminacion absoluta de defectos en los procesos,
cuantificandolos como defectos por millén (DPM).

Se centra en los CTQ (critical to quality), o aspectos
esenciales para la calidad percibida por el cliente.

El Seis Sigma propone una metodologia de mejora de
procesos y resolucion de problemas, un conjunto de
herramientas que se aplican en un proceso estructurado en
cinco fases (DMAIC): definicién del proyecto (D), medicion de
su capacidad (M), andlisis de los resultados (A), mejora del
proceso determinando la relacion causaefecto () y control
para asegurar que lo conseguido se mantenga una vez que
se hayan implantado los cambios (C).

Nivel en sigma DPMO Rendimiento

6 3.40 99.9997%
5 233 99.98%

4 6210 99.3%

3 66807 93.3%

2 308537 69.15%

1 690000 30.85%

0 933200 6.68&

Tabla 4. Nivel de sigma, Defectos por millon (DPMO) y
% de rendimiento. Adaptado de:
https://www.pdcahome.com/4466/calcular-el-nivel-sigma-
del-proceso/

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

Es una organizacién internacional, con sede en Estados
Unidos, que disefa, elabora y recomienda estandares y
guias de buenas practicas para los laboratorios clinicos en
todas sus disciplinas o areas de conocimiento. EI CLSI
dispone de toda una serie de documentos como ayuda a los
laboratorios en la implantacién de un sistema de gestiéon de
la calidad (www.clsi.org), que contempla todos los
documentos necesarios para cumplir requisitos de gestion
ISO 9001/1SO 15189.

INDICADORES DE GESTION CLINICA
e Atributos de un buen indicador
- Validez

Un indicador serd valido si identifica aquellas situaciones en
las que la calidad puede mejorarse. La sensibilidad del
mismo dependera de su capacidad para detectar todos los
casos en los que haya un problema de calidad, asi como las
variaciones del fendbmeno estudiado en funcion de las
acciones de mejora puestas en marcha. Sera especifico si
identifica s6lo los casos en donde hay un problema de
calidad, por lo tanto, no variara el resultado del indicador
salvo que varie el fendmeno estudiado. Existen diferentes
tipos de validez:

1. Validez para usarse como indicador de calidad. Deberia
responder afirmativamente a la pregunta: ¢ Mide calidad
y sirve para monitorizar e identificar situaciones en las
que la calidad asistencial puede mejorarse?

2. Validez facial. Deberia responder afirmativamente a la
pregunta: ¢Se entiende su sentido e importancia sin
muchas explicaciones?

3. Validez para sensibilidad. Deberia responder
afirmativamente a la pregunta: ¢ldentifica todos los
casos en los que hay problemas de calidad?

113



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

4. Validez para especificidad. Deberia responder
afirmativamente a la pregunta: ¢ Identifica solo los casos
en los que hay problemas de calidad?

- Fiabilidad

El resultado del indicador sera reproducible para los mismos
casos y situaciones cuando es medido por observadores
diferentes. Lo que exige necesariamente condiciones
idénticas de medida y de los elementos de medida. Deberia
responder afirmativamente a la pregunta: ¢Es interpretado
siempre de la misma manera por todos los evaluadores?

- Utilidad para la mejora de la calidad

Debe ser (til para la gestion de la calidad en el nivel dentro
del sistema de salud en el que vaya a ser utilizado, para
conseguir que las actividades de mejora se puedan llevar a
cabo. Deberia responder afirmativamente a la pregunta: ¢ Es
apropiado para el nivel de responsabilidad de quienes
valoran sus resultados?

e Tipos deindicadores

- Centinela. Un solo caso denota problema. Se debe de
medir con un sistema de vigilancia. Ejemplos: mortalidad
materna, casos de polio.

- Numero absoluto. N° de eventos que se miden por
unidad de estudio. No tiene denominador. Ejemplos:
n° de intervenciones por semana, tiempo puerta-aguja
en Infarto Agudo de Miocardio (IAM).

- Proporcion y porcentaje. El numerador mide la
ocurrencia del indicador en un grupo de casos que es el
denominador. Ejemplos: % de pacientes hipertensos
controlados, % de pacientes que esperan méas de 30
minutos para ser vistos.

- Tasa. Proporcion o porcentaje por unidad de tiempo.
Ejemplos: tasa anual de complicaciones, tasa de
cobertura

- Media. Promedio de una serie de mediciones de una
variable cuantitativa. Ejemplos: medida de tiempo de
espera antes de ser visto en una consulta, estancia
media.

- Ratio o razdn. Cociente entre dos variables o media de
medicibn en cada caso de mdltiples variables
cualitativas simultaneamente. El numerador no esti
incluido en el denominador. Ejemplos: n° de defectos por
documento interconsulta, n® de FRCV (actor de riesgo
cardiovascular) indagados por paciente.

- Compuesto o indice (IDEX). Resumen o agrupacion de
varios indicadores especificos. Ejemplos: cobertura de
screening de cancer, tasa de problemas de calidad
percibida.

e Metodologia para elaborar un buen indicador
- Enunciado: describe la actividad o suceso a monitorizar.

- Definicién clara de los términos usados en el indicador,
para asegurar una alta fiabilidad. Comoquiera que el
indicador normalmente consta de un numerador y de un
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denominador, siempre es necesaria una reflexion acerca
de qué ha de contener el numerador y qué el
denominador.

Identificacion del tipo de indicador segun gravedad, tipo
y resultado del suceso monitorizado.

Fundamento que explica la relevancia del indicador para
el problema a monitorizar (validez logica), incluyendo las
fuentes bibliograficas utilizadas.

Descripcion de la poblacion diana en la que se mide el
indicador.

Fuente de datos (historia clinica, bases de datos, etc.).

Factores responsables: identificando los factores que
pueden explicar las posibles variaciones del indicador.

Datos existentes, haciendo constar si hay datos
conocidos sobre el indicador, externos y del propio
centro (estandares).

e Clasificacion de los indicadores

Atendiendo a la gravedad del suceso monitorizado

Indicador centinela: mide un suceso lo bastante grave e
indeseable como para realizar una revision individual de
cada caso que se produzca (p.ej.: éxitus de la madre
durante el parto).

Indicador basado en un indice o proporciéon: mide un
suceso que requiere revision detallada cuando la
proporcion de casos no alcanza un umbral previamente
establecido como aceptable. (p.ej: n° de
apendicectomias en blanco/total de apendicectomias).

Segun el tipo de suceso monitorizado

Indicador de estructura: representa los medios
humanos, los equipamientos y los recursos financieros,
y se puede expresar de manera absoluta o de manera
relativa, p.ej. Niumero de médicos en un hospital vs.
Numero de médicos por 1000 habitantes.

Indicador de proceso: mide la actividad desarrollada de
forma directa o indirecta, debe incluir criterios de
adecuacion consensuados o basados en la evidencia
cientifica disponible (p.ej.: porcentaje de pacientes con
adecuada preparacion intestinal en cirugia colo-rectal).

Indicador de resultados: mide si hemos conseguido o no
lo que pretendiamos con las actividades realizadas
durante el proceso. Podemos hablar de resultados
intermedios (p.ej. tasa de infeccion del lugar quirirgico)
y de resultados finales (p.ej. indice de mortalidad).

En funcién del resultado del suceso monitorizado

Indicador positivo: se basa en un suceso considerado
deseable, considerando los conocimientos cientificos
actuales (p.ej.: porcentaje de mejoria de pirosis en la
cirugia antirreflujo).

Indicador negativo: basado en sucesos considerados no
deseables (p.gj.: tasa de infeccion nosocomial).
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BLOQUE I

SESIONES DE GENETICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR
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CITOGENETICA

Autor: Irene Gonzéalez Martinez

Servicio de Bioquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Cromosomas, cariotipo, FISH

INTRODUCCION

Desde la ultima mitad del siglo XX se ha producido un gran
progreso en el conocimiento sobre el material genético
humano. A mediados de los afios 50, Joe Hin y Albert Levan
establecieron el nUmero y la estructura de los cromosomas
humanos. Desde ese momento, las técnicas para la
caracterizacion del cariotipo humano inician un continuo
desarrollo en cuanto a su poder de resolucion y eficacia.

Hasta el afo 1970, los cromosomas se tefilan de forma
uniforme, por lo que las parejas de los diferentes
cromosomas se ordenaban por su tamafio y parecido
morfolégico. En el 1971, se desarrollaron técnicas que tifien
los cromosomas en bandas claras y oscuras.

En 1969 comienza la era FISH y posteriormente en 1983 se
desarrolla la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que
da pie a todo el desarrollo de la genética molecular. Este
capitulo se va a centrar en la citogenética que es la rama de
la genética que estudia la estructura, funcion vy
comportamiento de los cromosomas.

e Cromatina:

El ADN del nucleo en interfase se encuentra descondensado
y acomplejado con proteinas (ADN:proteinas, 1:2) y recibe el
nombre de cromatina. Las principales proteinas de la
cromatina son las histonas. Son proteinas de caracter basico
(muy ricas en lisina y arginina), que empaquetan y ordenan
el ADN en unidades llamadas nucleosomas. Las histonas se
unen a los grupos fosfato del ADN y son proteinas muy
conservadas evolutivamente. El nucleosoma es una unidad
repetitiva de 200 pb y consta de dos partes:

- Core: octamero de histonas (2 moléculas de H2A, H2B,
H3yH4) + 146 pb ADN. El ADN da dos vueltas alrededor
del octamero formando una hélice levogira.

- Linker: resto de ADN (30-40pb) que une cada octamero
de histonas con el siguiente.

NUC] SOMA
Figura 1. Esquema de nucleosoma. Adaptado de:
Pearson Education, 2012.

El empaquetamiento del ADN con histonas produce una fibra
de cromatina de 10 nm de didmetro en forma de collar de
perlas que condensa el ADN de 6 a 7 veces.

La fibra de 30 nm se origina por el enrollamiento continuo de
la fibra de 10 nm dando lugar a un solenoide constituido por
6-7 nucleosomas por vuelta y compacta el ADN unas 100
veces.

La cromatina se encuentra de dos formas en el nacleo en
interfase: eucromatina y heterocromatina y fueron
originalmente llamadas asi por su diferente respuesta a la
tincion.

- Eucromatina (tifie débilmente): es mayoritaria en el
ndcleo en interfase. Se trata de cromatina parcialmente
descondensada y distribuida por todo el ntcleo. Debido
a su bajo grado de compactacion es trascripcionalmente
activa y se replica de forma temprana.

- Heterocromatina: no altera su nivel de compactacion a
lo largo del ciclo celular estando muy condensada
durante la interfase y por ello es trascripcionalmente
inactiva. Representa el 10% de la cromatina del ndcleo
en interfase y contiene secuencias altamente repetitivas
de ADN (forma parte de los centromeros y telémeros).

- Cromosomas:

A partir de la fibra de 30 nm, se van sucediendo niveles
adicionales de compactacion hasta llegar al maximo grado
en el cromosoma metaféasico. Los cromosomas constan de
dos cromatidas hermanas (estructuras duplicadas) unidas
por el centromero. Existen un conjunto de proteinas que
contribuyen al mantenimiento de la estructura de los
cromosomas condensados y regulan la expresion de los
genes: topoisomerasa Il y proteinas SMC (cohesinas y
condensinas).

- Cariotipo:

El cariotipo hace referencia a la disposicién ordenada de los
cromosomas segun su forma, tamafo, posicién del
centromero y patron de bandas. Es especifico de cada
especie y en el caso de los humanos existen un total de 46
cromosomas, 22 pares de cromosomas homélogos o
autosomas, en los que cada par procede de un progenitor y
un par de cromosomas sexuales. De esta manera hombres
y mujeres se diferencian en el par sexual, las mujeres tienen
dos cromosomas X mientras que los hombres tienen un
cromosoma X y un cromosoma Y.
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Figura 2. Cariotipo con 22 pares de cromosomas
homdlogos y 2 cromosomas X. Disponible en: Figura 1.
Imagen de un Cariotipo Normal de Mujer, con formula...

(n.d.). https://www.researchgate.net/

Con base en el criterio de tamafio y posicién del centromero
los cromosomas pueden ser de cuatro tipos:

— Metacéntricos: el centromero se sitda en el centro del
cromosoma, formando dos brazos muy similares. Son
los cromosomas 1, 3 19y 20.

— Acrocéntricos: el centromero esta muy desplazado. En
el caso de los humanos se observan dos pequefias
estructuras similares a palillos de tambor denominados
satélites. Son los cromosomas 13, 14,15, 21y 22.

— Submetacéntricos: el centromero est4d desplazado,
formando dos brazos, uno largo y otro corto. Son los
cromosomas 2, 4, 5, 6-12, 16, 17 y 18.

— Teloméricos: si carece totalmente de brazo corto. En el
caso de los humanos no existe este tipo de
cromosomas.

- Alteraciones cromosémicas:

Muchas de las alteraciones cromosOmicas provocan
anormalidades funcionales. La mayoria de estas
anormalidades tienen su origen en cambios en el nimero o
la posicion de los genes y se puede dividir en dos grupos:
alteraciones numeéricas y alteraciones estructurales. Los
cambios en el nimero de cromosomas dan lugar a una
euploidia aberrante y pueden originarse como resultado del
fenbmeno de no disyuncion en la que uno de los
cromosomas y su homologo pasa al mismo polo de la célula.
Las Alteraciones estructurales son reordenamientos
cromosoémicos que implican una rotura de la doble hélice. Las
alteraciones que suponen una ganancia o pérdida de
material genético (alteraciones no balanceadas) tienen
implicaciones fenotipicas para el portador. Algunos ejemplos
son:

— Duplicaciones: se duplica una parte del cromosoma.
— Deleciones: pérdida de una parte del cromosoma.

— Traslocaciones: se transfiere una parte de un
cromosoma a otro. Existen traslocaciones balanceadas
reciprocas en las que se intercambian segmentos de dos
cromosomas distintos y no existe perdida ni ganancia de
material genético y no balanceadas.
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— Traslocacién robertsoniana: se produce por la fusion
de dos cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21y 22).
Estos cromosomas tienen el centromero muy cerca del
extremo final, resultando en un brazo p muy corto.
Cuando se produce esta fusién, se pierden los extremos
y los dos cromosomas quedan unidos en uno, es por eso
que los individuos portadores de este tipo de
translocaciones tienen 45 cromosomas en lugar de 46.

— Isocromosoma: se origina durante la meiosis o mitosis,
cuando la division del centromero se produce segun el
plano transversal en vez de vertical. Como
consecuencia, uno de los brazos
del cromosoma original se pierde y los brazos del
isocromosoma resultante son genéticamente idénticos
entre si pero en sentido inverso.

TECNICAS CITOGENETICAS
e Técnica de obtencidn de cariotipo:

Los procedimientos méas empleados en el andlisis
cromosomico recurren a técnicas de cultivo celular in vitro
para analizar cromosomas durante la metafase. Esto se debe
a que en este estadio del ciclo celular, los cromosomas estan
méas condensados y con una morfologia mas definida que
permite ordenarlos, compararlos y analizarlos.

La muestra requerida para la obtencion del cariotipo es
diferente segln la indicacion del estudio. En el periodo
postnatal se utiliza sangre periférica. La extraccién debe
realizarse en tubos de heparina de litio y las células que se
cultivan son linfocitos. En el caso de estudios prenatales, el
objetivo es estudiar al feto por lo que en estos casos es
necesario el cultivo de vellosidad corial, liquido amniético,
sangre de corddn y tejidos fetales en caso de restos abortivos
y en estos casos se cultivan fibroblastos. Finalmente, en los
estudios de oncohematologia como se pretende estudiar al
tumor, la muestra mas empleada es médula 6sea que se
obtiene mediante el aspirado de médula 6sea en esternon o
cresta iliaca. El cultivo de muestras para la realizacion del
cariotipo depende del tipo de sospecha, de esta forma, si la
patologia es de estirpe mieloide no se utliza agente
mitégeno. Al contrario que si es de estirpe linfoide y en este
caso los tiempos de cultivo son méas cortos. En el caso de
sospecha de mieloma, la técnica citogenética de eleccién no
es el cariotipo ya que el clon neoplasico son las células
plasmaticas y estas no se dividen facilmente.

Los pasos a seguir para obtener el cariotipo son: una primera
etapa de siembra y cultivo, detencién de la divisién celular en
metafase, extensién de las muestras en portaobjetos,
envejecimiento y tincién.

A continuacion, se detallan las etapas necesarias para la
obtencién del cariotipo en muestras de sangre periférica:

1. Se siembran alrededor de 3 gotas en un medio
enriquecido y se incuba a 37°C durante 72 horas.
La estimulacién de la division celular se logra con la
adicion de un factor mitogénico como es la
fitohemaglutinina (PHA).

2. Se agrega una solucion de colchicina al medio para
detener la division celular y evitar que las células
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completen la mitosis. La colchicina impide la
formacion del huso acromatico de tal forma que no
se puede avanzar en las etapas de mitosis.
También afecta a la condensacién de los
cromosomas. Por ello, hay que tener en cuenta que,
a pesar de que el tiempo al que las células estan
expuestas al inhibidor del huso acromatico es
proporcional al indice metafasico, una exposicion
prolongada resulta en la reduccion de la longitud de
los cromosomas. Por tanto, es necesario encontrar
un equilibrio para obtener un mayor ndmero de
metafases con los cromosomas lo suficientemente
elongados para obtener una buena resolucion.

3. Acontinuacion, se realiza un choque hipoténico con
KCl que produce que las células se hinchen,
hemoliza los hematies y ayuda a la dispersion de
los cromosomas dentro de la célula.

4. Los cromosomas deben ser fijados y limpiados con
una solucién de carnoy. El carnoy es una proporcion
3:1 de metanol (deshidrata y fija los cromosomas) y
aceético (degrada la membrana citoplasmatica.

5. Para la extension en los portaobjetos se afiade un
par de gotas de carnoy y se dejan caer unas gotas
de muestra procesada desde una altura de 30 cm.

6. Se dejan en la estufa durante al menos una semana
para que se deshidraten, ya que esto favorece la
tincién posterior de las muestras.

7. La tincibn méas empleada para el bandeo
cromosémico es el bandeo G que da como
resultado cromosomas con bandas oscuras
(heterocromatina) y claras (eucromatina) aunque
también existen otros tipos de bandeo con
diferentes aplicaciones. En el estudio al microscopio
hay que contar por lo menos 20 metafases de portas
distintos para que la valoracién sea significativa.

La técnica de obtencion del cariotipo en prenatal, es
ligeramente diferente a la descrita utlizando sangre
periférica sobre todo en la etapa de siembra y cultivo. Para
la obtencion de fibroblastos, el cultivo dura tres semanas y
requiere sucesivos pasos de tripsinacion y cultivo.

El cariotipo por bandeo G permite detectar un gran nimero
de alteraciones cromosémicas. Sin embargo, estas
alteraciones tienen que tener un tamafio como minimo de
entre 5-10 pb dependiendo de la resolucion del cariotipo. La
necesidad de trabajar con células en division, a veces una
morfologia cromosdmica deficiente, y la resolucion son
factores limitantes para un estudio completo y preciso de los
cromosomas que a veces debe complementarse con otras
técnicas citogenéticas como la hibridacion in situ
fluorescente o FISH.

e Indicaciones del cariotipo:

La aplicacion del cariotipo es poder comprobar si existen
alteraciones cromosémicas en un individuo que expliquen su
fenotipo o patologia. Las indicaciones mas frecuentes para
su realizacion son:

— Posnatal. En el periodo perinatal se solicita por
sindromes dismérficos, malformaciones y genitales
ambiguos; en la infancia suele solicitarse en caso de
fallo del crecimiento, retraso mental, alteraciones de la
diferenciacion sexual y pubertad retrasada; en el adulto
por casos de esterilidad, abortos de repeticion y
familiares con anomalias cromosémicas.

— Prenatal. Ante cribados del primer trimestre de riesgo,
la indicacion general suele ser la realizacion del test
prenatal no invasivo (TPNI) ya que se trata de un método
no invasivo con alto valor predictivo. Sin embargo, en el
caso de que esta prueba apoyara la posible presencia
de una alteracién cromosOmica, siempre hay que
confirmarla estudiando el cariotipo completo del feto,
habitualmente mediante la obtencién de liquido
amniotico. En caso de cribados del primer trimestre de
muy alto riesgo, se suele indicar directamente la
realizacién de una prueba invasiva, en este caso, por las
semanas de gestacion se realizaria una biopsia corial.
También esta indicado la realizaciéon del cariotipo en
mujeres que han tenido embarazos previos con
alteraciones cromosémicas y abortos de repeticion.

— Oncohematologia. El objetivo no es el estudio del
individuo como en los casos anteriores sino el estudio
del tumor. El andlisis citogenético de las células
tumorales ha revelado la presencia de alteraciones
cromosémicas clonales en més de 30.000 neoplasias
humanas. El conocimiento de la alteracion cromosémica
asociada a un determinado diagnostico permite hacer un
seguimiento de la evolucién de la enfermedad, valorar la
respuesta a tratamiento y detectar y cuantificar la
enfermedad minima residual.

e FISH: Hibridacion in situ fluorescente

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) permite la deteccion
de secuencias especificas del ADN mediante la hibridacion
de una sonda de ADN monocatenario marcada con una
sustancia fluorescente sobre su secuencia complementaria
en el genoma. Es una técnica de citogenética molecular que
combina la microscopia de fluorescencia con el método
molecular de hibridacion “in situ”, se puede realizar en
metafase o células en interfase que no se dividen, y puede
detectar anormalidades cromosémicas con una resolucion
de 150 a 900 kb dependiendo del tamafio de la sonda.

La técnica de FISH se inicia con una desnaturalizacion de la
muestra de ADN, con lo que se separan las hebras
complementarias de la estructura en doble hélice. A
continuacion, se le afiade la sonda especifica marcada con
un fluorocromo que se afadird al ADN de la muestra en la
zona diana. Finalmente la sefial emitida por la sonda se
observa en el microscopio de fluorescencia.
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Figura 3. Esquema de hibridacion in situ fluorescente
(FISH). Disponible en: ¢ Qué es el fish?. Soluciones de
diagnéstico para los laboratorios - Sysmex Espafia. (n.d.).
https://www.sysmex.es/
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La preparacion de las extensiones se hace igual que para la
obtencion de cariotipo, siendo aconsejable que los
portaobjetos a hibridar estén realizados al menos 24 horas
antes.

1. En primer lugar, se realiza un pretratamiento
mediante lavados con alcohol en un gradiente
creciente de concentracion (fijar) y con sales para
permeabilizar las células.

2. Se afiaden las sondas necesarias para el estudio.

3. Desnaturalizacion para abrir la doble hélice del ADN
mediante calor 74°C 3 min.

4. La hibridacion se realiza dejando a 37°C overnigth.

5. Los lavados post-hibridacion se realizan para
eliminar el ruido de fondo o artefactos que pueden
quedar tras la hibridacién. Es importante realizar los
lavados de manera cuidadosa para que los
portaobjetos no estén expuestos durante mucho
tiempo a la luz.

6. Contratincion para poder visualizar la fluorescencia,
el colorante mas utilizado es el DAPI.

7. Visualizacion en el microscopio de fluorescencia.

Se pueden diferenciar tres tipos de sondas FISH
comerciales: sondas de secuencia Unica, sondas
centroméricas y sondas de pintado cromosomico.

— Sondas de secuencia Unica: son especificas para un
locus determinado. Mediante estas sondas podemos
detectar reordenamientos estructurales de genes o de
regiones cromosomicas concretas, ademas de
identificar deleciones y duplicaciones submicroscopicas.
La aplicacion de estas sondas requiere tener la
sospecha previa de la region a estudiar. Dentro de las
sondas de secuencia Unica, encontramos sondas
especificas de translocaciones que pueden ser de dos
tipos: sondas de fusion, que son especificas para cada
uno de los genes involucrados en la translocacion.
Sondas break-apart que estan dirigidas contra las
regiones que flanquean el punto de ruptura de un mismo
gen.
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Figura 4. Ejemplo de sonda de secuencia Unica.
Elaboracién propia.

- Sondas centroméricas: contienen  secuencias
complementarias de las secuencias altamente
repetitivas que se encuentran en los centrémeros de los
cromosomas. Como pueden utilizarse sondas de
diferentes colores, cada cromosoma puede ser marcado
de manera distinta, con lo que se puede averiguar si un
individuo tiene alteraciones numéricas.

— Sondas de pintado cromosémico: son colecciones de
sondas de un tamafio reducido, cada una de las cuales
se hibrida a una secuencia diferente a lo largo de todo
un cromosoma o de uno de sus brazos.

e Indicaciones de FISH:

La técnica FISH permite la deteccion de anomalias
cromosomicas mas alla de la capacidad de resolucion de la
citogenética convencional. Siempre que se disponga de
sondas, permite identificar material extracromosémico de
origen desconocido y complementa a la citogenética
convencional en aquellas situaciones en las que no ha
podido realizarse el diagnéstico con el cariotipo.

En cuanto a sus principales ventajas, no requiere de células
en division y permite el uso de muestras congeladas, tiene
una mayor resolucion y una sensibilidad y especificidad altas.
Sin embargo, presenta los inconvenientes de que no es una
técnica de screening (hay que saber lo que se busca), esta
limitada a la disponibilidad de sondas, no pueden detectarse
muchas alteraciones simultdneamente y presenta un elevado
coste.

APLICACIONES DE LAS TECNICAS CITOGENETICAS EN
EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
CROMOSOMICAS

e Diagndstico de aneuploidias

— Sindrome de Down: es una afeccion producida por la
existencia de una copia extra del cromosoma 21. EI 95%
de los casos se producen por una trisomia 21 debido a
una no disyunciéon meidtica, habitualmente en el évulo.
El 4% se debe a una traslocacion robertsoniana entre el
cromosoma 21 y otro cromosoma acrocéntrico que
normalmente es el 14 o el 22. Por ultimo, un 1% de los
pacientes presentan un mosaico, con cariotipo normal y
trisomia 21. Aunque las caracteristicas fenotipicas son
reconocibles incluso en el feto, es necesario la
realizacién de un cariotipo para el diagnostico. Las
caracteristicas de este sindrome son: retraso
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madurativo y de crecimiento, macroglosia, hipotonia,
piel seca, estrefiimiento y presentan unas caracteristicas
fenotipicas muy reconocibles (puente nasal aplanado,
ojos almendrados rasgados hacia arriba, manchas de
brushfield, un solo pliegue en la palma de la mano etc).
Ademas, un 30-60% de los SD presentaran una
cardiopatia. Mas de un 50% de estos nifios tienen
problemas oculares y auditivos.
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Figura 5. Cariotipo de paciente con trisomia 21.
Disponible en: Cariotipo del Sindrome de Down. (n.d.).
https://www.urv.cat/

Sindrome de Edwards: es un sindrome
polimalformativo, consecuencia de una trisomia 18. Su
frecuencia se calcula entre 1/6000-1/13000 nacidos
vivos. El 95-96% de casos corresponden a trisomia
completa producto de no-disyuncion, siendo el resto
trisomia por traslocacion. Parece que es necesaria la
duplicacion de dos zonas, 18q12-21 y 18923 para que
se produzca el fenotipo tipico de S. de Edwards,
teniendo la zona, 18gq12.3-g21.1 fuerte influencia en el
retraso mental. Las caracteristicas fenotipicas mas
habituales son: retraso mental y de crecimiento,
microcefalia, fontanelas amplias, occipucio prominente,
posiciones de 1°y 4° dedos sobre 2° y 5°, pies equinos,
cardiopatias 'y  malformaciones  renouroldgicas.
Mortalidad del 95% en el primer afio de vida.
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Figura 6. Cariotipo de paciente con trisomia 18. Disponible
en: Mena J, 2006.

Sindrome de Patau: es un sindrome polimalformativo
grave, con una supervivencia que raramente supera el
afio de vida, debido a la existencia de tres copias del
cromosoma 13. La prevalencia se estima
aproximadamente entre 1:12.000 y 1:29.000 nacidos
vivos. El 75% de los pacientes presentan una trisomia

de todo o de una gran parte del cromosoma 13. Al igual
gue otras trisomias humanas, se debe a una no
disyuncién  cromosémica durante la  meiosis,
principalmente en el gameto materno.
Aproximadamente un 20% de casos se deben a
traslocaciones, siendo la t(13914) la mas frecuente.
También se han descrito casos de mosaicismo (5%) de
la trisomia 13, estos pacientes presentan un amplio
rango fenotipico, que puede ir desde las malformaciones
tipicas hasta un fenotipo cercano a la normalidad. Los
hallazgos clinicos mas frecuentes son las anomalias de
las estructuras de la linea media que incluyen
holoprosencefalia (con diferentes grados de desarrollo
incompleto de los nervios olfatorios y 6pticos), labio
leporino con o sin fisura palatina (60-80% de los
pacientes) y onfalocele, el 80% de los pacientes
presentan malformaciones cardiacas. También son
comunes las anomalias de las extremidades,
alteraciones en la visién, malformaciones renales,
criptorquidia en varones y Gtero bicorne en las mujeres.
El retraso psicomotor grave es practicamente constante
y es evidente desde los primeros meses de vida.
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Figura 7. Cariotipo de paciente con trisomia 13.

Disponible en: Guasch, M. (2021, November 10). Qué es el

sindrome de Patau o trisomia 13. https://madreshoy.com

e Diagnostico de anomalias del desarrollo sexual

Dentro de las anomalias del desarrollo sexual destacan las
debidas a anomalias en los cromosomas sexuales.

Sindrome de Klinefelter (SK): es una forma de
hipogonadismo masculino debido a esclerohialinosis
testicular con atrofia y azoospermia, ginecomastia, y
tasa elevada de gonadotropinas. Tiene una incidencia
de 1 de cada 1000 varones nacidos. El SK ocurre soélo
en varones y se debe a la presencia de un cromosoma
X extra. Un 75% de estos individuos tienen un cariotipo
47, XXY. Aproximadamente un 20% son mosaicos
cromosémicos, siendo el mas frecuente el
46,XY/47,XXY. En aproximadamente la mitad de las
ocasiones se debe a errores en la meiosis | paterna, y el
resto a errores en la meiosis | 6 Il materna.
Fenotipicamente, son individuos altos y delgados, con
piernas relativamente largas. Fisicamente no hay ningin
rasgo andmalo hasta la pubertad, en que pueden
objetivarse signos de hipogonadismo. En los adultos la
caracteristica mas comun es la esterilidad.
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Figura 8. Cariotipo de paciente cariotipo 47,XXY.
Disponible en: Talise, M. (2022, September 21). Diagnostico
del Sindrome de Klinefelter. Inicio.
https://www.webconsultas.com/

- Sindrome de Turner (ST): es una entidad sindrémica
caracterizada por talla baja, disgenesia gonadal y unos
hallazgos fenotipicos caracteristicos asociados a
monosomia parcial o total del cromosoma X. La
prevalencia se estima en torno a 1/2500-3000 recién
nacidas vivas, aungque hoy se conoce que los fetos 45X0
suponen un 1-1,5% de las concepciones, siendo un 99%
abortos espontaneos y un 1% aquellos que
sobrevivirian. La hipétesis mas aceptada actualmente
sobre la causa de esta enfermedad es la pérdida
cromosémica en las mitosis iniciales del feto.
Generalmente, el cromosoma X materno es el que
permanece integro en dos tercios de los casos. Existen
diferentes férmulas cromos6émicas en el ST: el
denominado ST “clasico” o cariotipo 45,X0 (45-50%),
mosaicos (45,X0/46,XX) (15- 25%), englobado dentro de
la disgenesia gonadal mixta (45,X0/46,XY) (10-12%),
con anomalias estructurales en uno de los cromosomas
X (10%): cromosoma X en anillo, isocromosoma X,
deleciones selectivas. Generalmente los mosaicismos
presentan fenotipos més atenuados. El diagnéstico del
ST en Pediatria se realiza fundamentalmente en el
contexto de talla baja e infantilismo sexual debido a
disgenesia gonadal.
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Figura 9. Cariotipo de paciente cariotipo 45, X0.
Disponible en: Cariotipo de Sindrome de Turner. 45X/0 -
Researchgate. (n.d.-a). https://www.researchgate.net/

e Diagnodstico de enfermedades onco-

hematologicas

Leucemia mieloide crénica: afecta aproximadamente a
1/100.000 personas y la edad media de aparicion es de 56
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afios. Hasta la llegada de los farmacos actuales, la evolucion
natural de la enfermedad era la de permanecer en esa fase
crénica un periodo de tiempo aproximado de 3 a 5 afios,
evolucionando posteriormente a una fase acelerada y a una
fase blastica. Actualmente gracias a los tratamientos
disponibles con inhibidores de tirosin kinasa (Imatinib)
permiten que la progresion sea menor del 10%. La
caracteristica citogenética mas frecuente en LMC es la
presencia del cromosoma filadelfia. Una seccion del
cromosoma 9 y una seccion del cromosoma 22 se rompen e
intercambian lugares. De esta manera se forma el gen de
fusién BCR-ABL en el cromosoma 22 donde se une a la
secciéon del cromosoma 9. La transcripcion del BCR-ABL
permanece activa continuamente, sin necesidad de ser
activado por otras proteinas mensajeras. Este gen codifica la
proteina de fusién p210bcr—abl con una elevada actividad
tirosina cinasa, que interfiere en varios procesos de control
de proliferacion en las células neopléasicas.

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma Ruptura
9 normal cromosémica
Cromosoma
22 alterado
Cromosoma (cromosoma
22 normal = Filadelfia)
® e S :
ﬂ BCR=—3» — é -BCR-ABL
ABL ‘

Figura 10. Formacion del gen de fusiéon BCR-ABL.
Cromosoma Filadelfia. Imagen disponible en: Diccionario de
Cancer del NCI. Instituto Nacional del Cancer. (n.d.).
https://www.cancer.gov/
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INTRODUCCION

Existen 2 tipos principales de &cidos nucleicos: el acido
desoxirribonucleico o ADN y el acido ribonucleico o ARN.
Ambos estan formados por unas unidades estructurales
llamadas nucle6tidos.

El ADN tiene como funcion el almacenamiento y la
transmisién de la informacion biologica en las células
eucariotas, bacterias y algunos virus, ya que es en su
secuencia de nucleétidos donde se especifican tanto las
secuencias de nucledtidos de todos los ARN como las
secuencias de amino&cidos de todas las proteinas de la
célula. El analisis de los genes mediante técnicas
moleculares es utilizado, por ejemplo, para la deteccion de
mutaciones (cambios en la secuencia de nucleétidos del
material genético) que ayuden al diagnéstico de
enfermedades hereditarias o al estudio de la predisposicion
genética al desarrollo de tumores.

Respecto al ARN, en las células eucariotas y procariotas se
pueden encontrar distintos tipos, entre los que destacan
(entre los que destacan, pero ademas hay miRNA, siRNA
INcRNA):

- ARN ribosémico: es uno de los componentes
estructurales de los ribosomas.

- ARN mensajero (ARNm): son los intermediarios que
transportan la informacion genética desde un gen
hasta el ribosoma para sintetizar la correspondiente
proteina. Por ello, su analisis puede emplearse para
el estudio de la expresién de determinados genes en
un tejido concreto.

- ARN de transferencia: son moléculas adaptadoras
que traducen la informaciéon contenida en el ARN
mensajero a  secuencias  especificas de
aminoacidos.

- Otros: micro ARN (miARN), ARN pequefio de
interferencia (siARN), ARN de cadena larga no
codificante.

También el ARN es el material genético que sirve como
almacenamiento y transmisor de la informacién bioldgica en
algunos virus, por lo que el andlisis de ARN también permite
diagnosticar ciertas enfermedades viricas.

e Estructurade los acidos nucleicos

Tanto el ADN como el ARN estan formados por unas
unidades estructurales Illamadas nucledtidos. Cada
nucleétido que forma parte de un acido nucleico esta formado
por 3 componentes: un azucar de 5 carbonos en su forma

124

ciclada, un grupo fosfato unido al carbono 5 del aztcar y una
base nitrogenada unida al carbono 1 del azlcar. Los
nucleétidos del ADN presentan como azlcar la
desoxirribosa, mientras que los del ARN presentan la ribosa.
Respecto a las bases nitrogenadas, se encuentran
predominantemente 5 diferentes: adenina, timina, guanina,
citosina y uracilo. Tanto el ADN como el ARN presentan
nucleotidos cuya base es la adenina, la guanina o la citosina.
Sin embargo, en general, la timina se encuentra solamente
en el ADN y el uracilo en el ARN. Solo raramente se
encuentran ambas en el otro tipo de &cido nucleico.

Estos nucleétidos sucesivos en el ADN y el ARN se
encuentran unidos de forma que el grupo fosfato de un
nucledtido esté unido al grupo hidroxilo del carbono 3 de la
pentosa del siguiente nucleétido, siendo este el llamado
enlace fosfodiéster. La posicion del fosfato se conoce como
5', y la del grupo hidroxilo del carbono 3 de la pentosa se
conoce como 3’. Como todos los enlaces fosfodiéster tienen
la misma orientacién a lo largo de la cadena nucleotidica, se
dice que cada cadena de &cido nucleico presenta una
polaridad especifica, con extremos 5’ y 3’ diferenciados.

Respecto a la estructura del ADN en eucariotas
concretamente, ésta consiste en 2 cadenas lineales
enrolladas alrededor del mismo eje formando una doble
hélice. Las bases nitrogenadas de ambas cadenas se
encuentran apiladas en el interior de la doble hélice, y los
grupos fosfato cargados negativamente quedan hacia el
exterior. El principal tipo de interaccion entre las 2 cadenas
son los puentes de hidrégeno que se establecen entre bases
nitrogenadas de ambas cadenas. Concretamente, la adenina
interacciona especificamente con la timina en el ADN (y el
uracilo en el ARN), y la guanina con la citosina y viceversa.

Por tanto, las dos cadenas que constituyen el ADN son
complementarias, es decir, si hay una adenina en una
cadena, en la otra se encontrard en la misma posicion una
timina. Estas dos cadenas son también antiparalelas, es
decir, si una presenta una polaridad 5>3’, la otra presenta
una polaridad 3'>5’. Cabe destacar una transformacion
quimica que puede experimentar el ADN: la
desnaturalizaciéon. Se trata de la rotura de los enlaces no
covalentes del ADN cuando se aplica calor o ante valores
extremos de pH, lo que provoca el desenrollamiento de la
doble hélice y la consecuente formacion de 2 hebras
sencillas separadas una de la otra. Del mismo modo, se
conoce como renaturalizacion al proceso contrario cuando
los valores de pH o de temperatura retornan a la normalidad.

Por otro lado, el ARN esta constituido por polimeros de
ribonucleétidos que generalmente son de cadena sencilla,
aunque puede presentar bucles por apareamiento de bases
dentro de la misma cadena. Otra particularidad a destacar es
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que los ARN mensajero de eucariotas presentan una
caperuza 5, y en su extremo 3’ una “cola” de nucleétidos de
adenina, caracteristica que se puede aprovechar para su
aislamiento.

EXTRACCION DE ADN Y ARN

La mayoria de técnicas de diagnéstico molecular requieren
como primer paso el aislamiento del correspondiente acido
nucleico a analizar.

El acido nucleico puede obtenerse a partir de muestras
sélidas, como tejidos o vellosidades coriénicas, o a partir de
muestras liquidas, como la sangre o la saliva. Los
especimenes de tejidos sélidos deben disgregarse antes de
comenzar cualquier procedimiento de extraccion.
Normalmente, esto se realiza sometiendo el espécimen a
fuerzas mecanicas que proporcionen células individuales
disociadas con un minimo de lisis. Para los especimenes de
sangre, la muestra debe recogerse junto con el
anticoagulante EDTA. La capa resultante de las células
mononucleales de sangre periférica (PBMCs) tras la
centrifugacion se separa y se resuspende en un tampoén
adecuado para aislar el 4cido nucleico deseado.

Una vez obtenida la muestra, el primer paso de cualquier
extraccion es la lisis celular para liberar el contenido de las
células mediante el uso de detergentes o enzimas liticas. A
continuacion, se han de degradar las proteinas asociadas al
acido nucleico en cuestion mediante el uso de proteasas
como la proteinasa K y el acido nucleico que no se desee
extraer mediante el empleo de ADNasas (si se quiere extraer
ARN) o ARNasas (si se quiere extraer ADN). Posteriormente
se procede a la extraccion propiamente dicha. Esta puede
realizarse en fase liquida empleando productos como el
cloroformo y el fenol con posterior extraccion de la fase
acuosa y precipitacion del acido nucleico, o en fase sdélida,
con el empleo de membranas de silice o de particulas
magneéticas, siendo en ambos casos reversible la unién del
ADN con estas fases sodlidas. En la actualidad existe la
automatizacion de estos procesos para realizar la extraccion
del material genético.

Por otro lado, el estudio de la expresion génica en eucariotas
depende del aislamiento y andlisis de los ARNm, teniendo
gue separar para ello esta fraccion de ARN del ARN total.
Para ello, se aprovecha la circunstancia de que los ARNm
eucariotas tienen una cola de poliadeninas. Una vez extraido
el ARN total, se hace pasar por una columna que contiene
una cadena de poli-Timinas unido a una fase soélida. El
ARNmM se une a dicha cadena por la complementariedad
entre adeninas y timinas y queda retenido en la fase sélida,
mientras que el resto de ARN se eluye. Finalmente, se eluye
posteriormente el ARNm. Cabe destacar también que el ARN
es mas labil y se degrada rapidamente, por lo que, cuando
se desee extraer, se ha de llevar mas cuidado y trabajar con
material libre de ARNasas.

Una vez llevada a cabo la extraccion, la cantidad y la calidad
del ADN o ARN obtenido se puede evaluar mediante
espectrofotometria. La concentracion de ambos acidos
nucleicos se puede determinar midiendo la absorbancia a
260nm, que es la longitud de onda a la que absorben las

bases nucleotidicas. Por otro lado, el grado de pureza se
estima mediante las relaciones del valor de absorbancia a
260nm con el de 280nm y con el de 230nm. El valor de
A260/280 indica la pureza respecto a las proteinas, puesto
gue la absorbancia de éstas se aprecia en torno a 280 nm,
mientras que el valor de A260/230 refleja la pureza del acido
nucleico con respecto a otros contaminantes como por
ejemplo el fenol que se haya podido emplear durante el
procedimiento de extraccion.

SEPARACION DE ACIDOS

NUCLEICOS

FRAGMENTOS DE

La electroforesis es la principal técnica para separar las
moléculas de acidos nucleicos. Con esta técnica se consigue
que, al aplicar un determinado voltaje, las moléculas mas
grandes de &cido nucleico presenten mayor dificultad para
pasar a través de los poros de un gel, mientras que las
moléculas méas pequefias estén menos impedidas, y por lo
tanto migren mas rapido.

En un extremo, el gel tiene unas ranuras, llamadas pocillos,
donde se colocan las muestras del acido nucleico. Antes de
cargar las muestras, el gel debe colocarse en una cubeta de
electroforesis. En esta cubeta es donde se conectan los
electrodos positivo y negativo, y su interior se llena con una
solucién amortiguadora con sales que puede conducir la
corriente (tampon Tris-acetato-EDTA TAE). El extremo del
gel que tiene los pocillos se coloca hacia el electrodo
negativo, y el extremo opuesto se coloca hacia el electrodo
positivo. Una vez que el gel esté en la cubeta, las muestras
del material genético a analizar se transfieren a los pocillos
junto con el tampén de carga que contiene azul de
bromofenol y xileno cianol.

A continuacion, se aplica un determinado voltaje a la cubeta
y asi empieza a fluir corriente a través del gel. Como los
acidos nucleicos tienen carga negativa, éstos comenzaran a
moverse a través de la matriz del gel hacia el polo positivo.
Los fragmentos mas cortos de &cidos nucleicos viajardn mas
rapido a través de los poros de la matriz del gel que los
fragmentos de mayor tamario.

Una vez que los fragmentos se han separado, para poder
examinar el gel y saber el tamafio de las bandas que se
encuentran en él, se adiciona previamente a cada muestra
un compuesto fluorescente que se une al material genético
(intercalante) y asi, si se coloca el gel bajo luz UV, se podran
visualizar las bandas. Cada banda lo que contiene es un gran
namero de fragmentos de ADN del mismo tamafio. Ademas,
uno de los pocillos se reserva para un marcador de peso
molecular, que es un estadndar de referencia que contiene
fragmentos de ADN de longitudes conocidas.

Existen principalmente dos tipos de geles que se emplean
para la electroforesis: el de agarosa y el de poliacrilamida.
Los poros de los geles de agarosa tienen un mayor tamafio
que los de los geles de poliacrilamida. Para adecuarse al
intervalo de tamafio de las moléculas que van a separarse,
también hay que elegir adecuadamente las concentraciones
del gel. Por ejemplo, el uso de geles al 0,8% de agarosa son
mas adecuados para separar moléculas de ADN de mayor
tamafio, en el margen de 0,5 a 10 kb. En cambio, los geles
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de poliacrilamida se usan para separar fragmentos de ADN
mas pequefios, ya que presentan mayor poder de resolucion.

La electroforesis puede ser empleada para diversas
aplicaciones, por ejemplo, para asegurarse de que la
amplificacion deseada de un fragmento genético realmente
ha tenido lugar, o también se emplea en el proceso de
secuenciacion por el método de Sanger.

AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ACIDOS
NUCLEICOS (REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA)

e PCR convencional

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR se
puede amplificar enormemente el nimero de copias de un
segmento de ADN. El fundamento de la técnica es la
repeticion ciclica de tres reacciones simples que varian sé6lo
en la temperatura de incubacion. Este método emplea
principalmente una ADN polimerasa termoestable (Taq
polimerasa), grandes cantidades de los 4 nucleétidos y dos
oligonucledtidos de cadena sencilla llamados cebadores o
primers, que son complementarios a secuencias conocidas
del ADN diana.

El primer paso es desnaturalizar por calentamiento a gran
temperatura (unos 94-95°C) el ADN nativo de doble cadena
para obtener cadenas sencillas.

En el segundo paso, se reduce la temperatura a un valor en
el rango de 45-65°C de forma que los dos oligonucleétidos
cebadores se hibriden con sus secuencias complementarias
en las cadenas opuestas del ADN que se quiere amplificar
(temperatura de anillamiento o anneling).

El tercer paso es la extension de la cadena complementaria
o elongacion. Se trata de sintetizar, a una temperatura de
72°C, una segunda cadena complementaria de nuevo ADN,
que se produce al extenderse cada cebador desde su
extremo 3’ utilizando una ADN polimerasa termoestable.
Esta enzima va afiadiendo los nucle6tidos complementarios
a la secuencia de ADN molde, catalizando la formacién de
los enlaces fosfodiéster que unen a los nucleétidos de una
misma cadena. El tiempo de esta fase dependera de la
longuitud en pares de bases del amplicon a amplificar.

Por tanto, por cada cebador se sintetiza una nueva cadena,
y las propias cadenas de ADN resintetizadas seran moldes
de los cebadores para el siguiente ciclo de PCR, por lo que
los ciclos repetidos de desnaturalizacion, hibridaciéon del
cebador y extension produciran una acumulacion
exponencial del ADN.

Dado que las tres reacciones del proceso de PCR tienen
lugar en el mismo tubo de reaccién y todos los componentes
son termoestables, esta técnica es facil de automatizar. Se
ha conseguido utilizando el llamado amplificador de ADN o
termociclador.

Esta tecnologia posee una gran sensibilidad y se emplea
para clonar ADN, en medicina forense, en el diagndstico de
infecciones viricas o en el diagndstico prenatal de
enfermedades genéticas, entre otros.
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e PCR entiempo real

Esta técnica permite obtener la concentracion inicial del ADN
molde del que se parte y se basa en la detecciéon y
cuantificacion de la fluorescencia de una sonda, medida en
tiempo real a lo largo de los ciclos de PCR. Uno de los
métodos mas utilizados es el sistema de deteccion de la
sonda TagMan.

Esta sonda es un oligonucleétido complementario al ADN
diana y que contiene un colorante fluorescente indicador en
el extremo 5' y un colorante supresor o quencher en el
extremo 3'. Mientras la sonda estd intacta, la proximidad del
colorante  supresor reduce considerablemente la
fluorescencia emitida por el colorante indicador. Cuando la
sonda se una a su secuencia diana y comience la etapa de
elongaciéon de la PCR, la actividad 5’-exonucleasa de la
polimerasa degradard la sonda y con ello liberara el
compuesto fluorescente del supresor. De esta forma, se
generara una sefial que aumentard en cada ciclo de PCR, y
de forma proporcional al nimero de moléculas iniciales.

e PCR multiplex

Consiste en la amplificacién simultanea de distintos
fragmentos de ADN utilizando mdltiples y diferentes pares de
cebadores en una sola reacciéon de PCR. Los cebadores
deben elegirse de forma que no hibriden entre si y que
generen fragmentos de tamafios diferentes para poder
identificarlos posteriormente en un gel de electroforesis. Al
aumentar el nimero de fragmentos que se amplifican a la
vez, hay que aumentar el tiempo de duracién de los ciclos de
PCR para asegurar la amplificaciéon de todos ellos. Esta
técnica se puede utilizar para el analisis simultaneo de varias
mutaciones.

SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La secuenciacion es el conjunto de técnicas que permiten
una caracterizacion detallada de un gen: el conocimiento del
numero, naturaleza y orden de los nucleétidos que lo
componen.

La determinacion de las secuencias de bases de largas
cadenas de ADN tiene gran relevancia en la deteccion de
mutaciones del ADN implicadas en diversas enfermedades.
Entre las diferentes técnicas de secuenciacion, se destaca
en el presente capitulo la secuenciacion de Sanger.

e Método de secuenciaciéon de Sanger clasico

El método de secuenciacién de Sanger, también conocido
como método de los didesoxi o de terminacion de cadena, se
basa en la sintesis enzimatica de la cadena complementaria
a aquella que se quiere secuenciar, es decir, similar a la
etapa de elongacion de la PCR.

En una reaccion de elongacién de PCR convencional, las
ADN polimerasas requieren de un cebador, al que van
afiadiendo los nucleétidos, y de una cadena molde, que es la
que dirige la selecciéon de cada nuevo nucleétido. De esta
forma, el grupo hidroxilo de la posicion 3’ libre del cebador
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reacciona con el desoxinucleétido entrante formando un
nuevo enlace fosfodiéster.

Para la secuenciacion de Sanger, lo que se emplea ademas
de estos elementos, son analogos de tipo
didesoxinucleétidos, es decir, desoxinucleétidos que carecen
también del grupo hidroxilo en la posicién 3'. Por tanto, al
insertar la ADN polimerasa un didesoxinucle6tido en lugar de
un desoxinucledtido, se detendra la elongacion de la cadena
al no poder formar otro enlace fosfodiéster.

Asi, mediante la adicion de pequefias cantidades de un Unico
didesoxinucleétido a un mix de reaccién por lo demas igual
gue una PCR convencional (la ADN polimerasa, el cebador,
y los 4 desoxinucleétidos, principalmente) las hebras
complementarias sintetizadas van a detener su crecimiento
en algunas posiciones en las que normalmente se
encontraria el desoxinucleodtido anélogo al
didesoxinucleotido afiadido a ese mix de reaccion.

Por ejemplo, si al mix de reaccién se ha adicionado un
didesoxinucleotido de adenina, el resultado es una disolucién
gue contiene una mezcla de fragmentos acabados en un
residuo de adenina. Asi, se generan un conjunto de
fragmentos marcados de una longitud determinada, y su
tamafio, al separarlos por electroforesis, es el que nos va a
indicar la localizacion o posicién de los residuos de adenina
de esa secuencia.

Este procedimiento se repite separadamente para cada uno
de los 4 didesoxinucleotidos, cada uno en una calle del gel
adyacente, y asi la secuencia se puede leer directamente
mediante una autorradiografia del gel de electroforesis: los
fragmentos de ADN mas cortos migran a mayor velocidad,
por lo que los mas cercanos al extremo inferior del gel
representan posiciones de los nucle6tidos mas cercanos al
cebador, es decir, al extremo 5’ de la hebra complementaria
a la que se esta secuenciando.

e Método de secuenciacion de

automatizado

Sanger

La secuenciacion de ADN fue automatizada mediante una
modificacién del método de Sanger, en la cual cada uno de
los cuatro didesoxinucleétidos utilizados en la reaccion fue
marcado con una etiqueta fluorescente de diferente color.
Con esta tecnologia, las 4 reacciones del método anterior se
pueden fusionar a la vez en una Unica reaccién. Asi, los
productos pueden separarse en una sola calle de un gel de
poliacrilamida o utilizando electroforesis capilar.

Con un laser, se dirige la luz hacia un segmento horizontal
de la parte inferior del gel o en la salida del capilar
electroforético. Al pasar los fragmentos marcados con el
compuesto fluorescente, se excitan y producen la
fluorescencia. Tras pasar a través de cuatro filtros
fluorescentes, la luz emitida se recoge en un detector. La
identidad del nucledtido terminador de cada fragmento que
pasa se identifica por la fluorescencia asociada con él.
Asimismo, el orden temporal de las moléculas fluorescentes
que pasan se traduce automaticamente en una secuencia
lineal de ADN que se almacena en el ordenador (Figura 1).

Cebador
L3 .~ DNA molde de
secuencia desconocide

Han verata.
cuatro NTP,

cudtro ddNTP marcados
con fuorescencia

——
_._:@—'\?.\ 3

|

| Desnaturakzacion

—®

Segmentos de DNA
marcados con colorante
copiados a partir del molde
de secuencia desconocida

Migracion
del DNA
Lot sagmentos marcados

con colorantes son
aplicados a un gel capilar y
sometidos a electroforesis

Rayo laser |

Figura 1. Esquema del método de secuenciacién de
Sanger automatizado. Tomado de: Nelson D.L.,
Cox M.M.; 2018.
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INTRODUCCION

El frotis de sangre periférica es un recurso muy empleado en
el laboratorio de hematimetria, ya que es una técnica
sencilla, barata y rapida que permite validar hemogramas
ante alteraciones analiticas tras descartar patologias
relevantes desde el punto de vista hematoldgico.

Para realizar un frotis se debe extender una gota de sangre
en un portaobjetos que debe ser tefiida para la adecuada
visualizacion de los distintos elementos. Las tinciones mas
comunmente empleadas son la tinciéon de Wright y la tincion
de May-Griimwald-Giemsa.

En funcién de las distintas alteraciones en el hemograma, el
frotis de sangre periférica nos puede orientar hacia
determinadas patologias segun la propia alteracion, tal como
se ird desarrollando a lo largo del capitulo.

No se hablaréa de eritrocitosis y de trombocitosis porque, por
lo general, la rentabilidad del frotis de sangre periférica es
muy escasa en estas situaciones.

ANEMIA

A continuacion, se exponen las alteraciones morfoldgicas en
la serie roja mas comunes con su descripcién y las patologias
mas comunes a las que se suelen asociar (resumidas en la
Tabla 1):

- Esferocitos (Figura 1E). Son eritrocitos que adoptan
una forma esférica, de modo que suelen verse mas
pequefios y mas oscuros que los hematies normales por
la pérdida del halo claro central. Pueden observarse en
anemias hemoliticas inmunes y en esferocitosis
hereditaria.

- Esquistocitos. Se presentan como hematies
fragmentados debido a la ruptura de los mismos al pasar
por un estrechamiento. Hay determinados esquistocitos
gue tienen forma de triangulo y otros forma de casco
(Figura 1B). Son caracteristicos en las microangiopatias
trombéticas (como la parpura trombocitopénica
trombética o el sindrome hemolitico urémico) o en las
hemolisis mecénicas (por malfuncionamiento de
valvulas cardiacas o prétesis vasculares).

- Macroovalocitos. Son hematies en forma ovalada y de
un tamafio mayor (macrociticos) que suelen presentarse
en la anemia megaloblastica (por déficit de vitamina B12
o de &cido folico) y lo mas caracteristico en esta entidad
es que se suele acompafiar de hipersegmentacion en
los neutréfilos (con 6 o mas nucleos).
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Excentrocitos. Estos hematies presentan una
distribucion de la hemoglobina polarizada, de modo que
la zona clara no se observa en el centro sino en un
extremo (Figura 1A). También se les conoce como
“células mordidas” y son caracteristicas de las crisis
hemoliticas del déficit de  glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa.

Eliptocitos. Son eritrocitos con forma alargada y
extremos redondeados que son caracteristicos de la
anemia ferropénica, especialmente cuando se
acomparfian de hematies pequefios (microcitosis) y de
coloracién pdlida debido a un halo central muy amplio
(hipocromia) (Figura 1D). También se pueden observar
eliptocitos en la eliptocitosis congénita.

Dacriocitos. Son hematies en forma de lagrima y son
tipicos de la anemia mieloptisica, de modo que cuando
predominan en el frotis suelen sugerir fibrosis medular,
especialmente cuando se acompafian de un cuadro
leucoeritroblastico (formas inmaduras eritroides y
granulociticas). Ejemplo de esto pueden ser la
mielofibrosis primaria o secundaria y la infiltracion
medular por tumores sélidos.

Equinocitos. Son hematies con prolongaciones
espiculadas regulares a lo largo de su membrana
(Figura 1F). Pueden observarse en situaciones de
fracaso renal agudo, aunque también son tipicos del
déficit de piruvato kinasa.

Acantocitos. Son eritrocitos con prolongaciones
irregulares 'y no espiculadas, a diferencia de los
equinocitos. Suelen observarse en fallo hepatico agudo.
También se pueden ver, sin necesidad de presentar
anemia, en las neuroacantocitosis (como en el sindrome
de McLeod). Sin embargo, puede tratarse de un
artefacto en los casos en que se realice la extension
pasadas muchas horas de la extraccion sanguinea.

Paludismo y otros parésitos. Algunos parasitos como
los causantes de la malaria (Plasmodium spp) se
introducen en los hematies y pueden dar imagenes
caracteristicas en su forma de trofozoito. Se presentan
como un anillo con uno o dos puntos dentro de los
hematies (Figura 1C).

Drepanocitosis. La anemia de células falciformes o
anemia drepanocitica suele presentar dianocitos y
células falciformes que presentan una forma alargada,
con extremos apuntados (a diferencia de los eliptocitos)
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y que pueden adoptar distintas formas en funcién de su
plegamiento sobre si mismas (“células en barco”,
“células en avena”).

Patologia relacionada
Hepatopatia (sdr Zieve),
neuroacantocitosis,
artefacto
Anemia mieloptisica
(mielofibrosis, infiltracién

Tipo de célula

Acantocitos

Dacriocitos -
por tumor solido) y
eritrodisplasia
Equinocitos Déficit de PK, insuficiencia

renal
Déficit de G6PDH
MAT (PTT, SHU, SHUa,
CID), mecanica
A. Megalobléastica
A. Ferropénica, talasemias,
hemoglobinopatia
A. Ferropénica, eliptocitosis
congénita

Excentrocitos
Esquistocitos
Macroovalocitos

Dianocitos

Eliptocitos

Tabla 1. Correlacién entre alteraciones morfologicas en
serie roja y patologias mas frecuentemente relacionadas.

Elaboracién propia.

TROMBOCITOPENIA

Agregados de plaquetas (Figura 4B). Ante una
trombocitopenia significativa, lo primero que hay hacer
es descartar que no se trate de una falsa
trombocitopenia 0o  pseudotrombocitopenia.  Esta
situacion se produce por una agregacion de las
plaquetas en el tubo tras la extraccion, habitualmente
desencadenada por la activacion plaquetaria por
anticuerpos relacionados con el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), que puede verse en el
frotis de sangre periférica como agregados plaquetares
de mayor o menor tamafio. Otra forma de
pseutrombocitopenia es el satelitismo plaquetario, que
consiste en la agregacion de las plaquetas alrededor de
leucocitos (habitualmente neutrdéfilos). Este falso
descenso en la cifra de plaquetas suele corregirse tras
realizar la determinacion en un tubo que no contenga el
anticoagulante EDTA (habitualmente el de citrato
sadico).

Plaquetas gigantes en la PTlI u otras
trombocitopenias de origen periférico (pero no
exclusivamente, porque puede ser un rasgo displasico
en trombocitopenias centrales). Este dato puede
hacerse evidente en el hemograma con un aumento del
volumen plaquetar medio (VPM).

Plaquetas gigantes con inclusiones en neutrofilos
tipico de las macrotrombocitopenias hereditarias
asociadas a MYH9).

LEUCOCITOSIS

A continuacion, se enumeran causas habituales de
leucocitosis (exceptuando las leucocitosis con neutrofilia que
se producen en un proceso agudo infeccioso/inflamatorio):

Leucemia Mieloide Crénica (LMC) (Figura 2A). Se
trata de una entidad que se caracteriza por presentar
todos los precursores granulociticos en sangre
periférico, de modo que es habitual observar en mayor o
menor medida: neutréfilos segmentados, neutréfilos
cayados, metamielocitos, mielocitos, promielocitos y
blastos. Habitualmente debuta como una leucocitosis
con neutrofilia que se suele acompafiarse de cierto
grado de basofilia. Los sindromes mieloproliferativos
philadelphia negativos también pueden cursar con
leucocitosis con neutrofilia, aunque la salida de
precursores granulociticos en sangre periférica
(mielemia) no suele ser tan llamativa como en la LMC.

Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC). Se
caracteriza por presentar una monocitosis (> 1.000
monocitos/pL, o > 10% de monocitos) de forma
sostenida durante mas de 3 meses, ademas de rasgos
displasicos mas o menos marcados en una 0 mas series
hematopoyéticas. Ademas de monocitos maduros,
pueden acompafarse de formas mas inmaduras como
los promonocitos.

Leucemias agudas. Aunque una forma habitual es la
leucocitosis con citopenias también es frecuente la
presentacion en forma de bicitopenia o pancitopenia.
Las leucemias agudas se caracterizan por el aumento
de blastos que pueden observarse en sangre periférica.
La presencia de un 20% o mas de blastos en sangre
periférica 0 médula 6sea es diagndstica de leucemia
aguda, aunque la deteccion de blastos en sangre
periférica ya nos debe poner en alerta. Las leucemias
agudas se pueden dividir cominmente en leucemia
mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoblastica aguda
(LLA).

e La LLA-B se puede presentar con blastos de
pequefio tamafo, con cromatina laxa sin
nucleolos y escaso citoplasma como suele ser
habitual en la edad pediétrica, mientras que en
las formas adultas lo méas habitual es
encontrarse con blastos de mediano tamano,
moderada relacién nucleo/citoplasma con un
ndcleo de cromatina laxa y con nucléolos
prominentes y citoplasma amplio sin
granulacion (Figura 2B). Hay que prestar
especial atencion al subtipo de LLA madura (o
tipo Burkitt), que se caracteriza por presentar
blastos de tamafio intermedio con citoplasma
hiperbasoéfilo y  abundantes  vacuolas
citoplasmaticas. La LLA-T suele presentar
tipicamente un nucleo polilobulado (Figura 2C).

e La LMA puede tener una presentacion
morfolégica variable pero lo mas habitual es
encontrar células blasticas de mediano a gran
tamafio con nucleo grande con varios nucléolos
y citoplasma amplio con granulacién
(mieloblastos) (Figura 2E), o blastos sin
granulacion citoplasmatica pero con una
relacion nucleo/citoplasma y un aspecto
nuclear que recuerda al de los monocitos
(monoblastos). Hay formas de LMA que cursan
con una disposicion caracteristica de la
cromatina en forma de huella y que suelen
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asociar la mutacion en nucleofosmina-1
(NPM1) (Figura 2D). Dentro de la LMA hay un
subtipo que requiere especial atencion porque
su diagnéstico precoz e instauraciéon temprana
de tratamiento puede cambiar la evolucién del
paciente de forma muy importante. Este es el
caso de la leucemia promielocitica aguda que
se caracteriza por presentar células de tamafio
grande, con ndcleo grande de cromatina laxa,
en ocasiones bilobulado (“nucleo en hachazo”)
y con intensa granulacién citoplasmatica, a
veces polarizada en un extremo de la célula y
gue de forma caracteristica puede presentar
bastones de Auer (o astillas cuando son muy
abundantes) (Figura 2F).

LINFOCITOSIS

La causa mas habitual de linfocitosis son las linfocitosis
reactivas que aparecen en contexto de procesos
inflamatorios agudos, siendo esto especialmente frecuente
en los nifios. Suelen presentar formas de linfocitos activados
con cromatina discretamente mas laxa aunque sin nucléolos
marcados y citoplasma basofilo y amplio. El ejemplo de esto
puede ser la mononucleosis (Figura 4A).

Mas all4 de esto, es importante en las linfocitosis descartar
gue se deba a una leucemia linfoblastica aguda (comentada
previamente) o a un sindrome linfoproliferativo. Dentro de los
sindrome linfoproliferativos identificables en sangre periférica
podemos destacar:

- Leucemia linfatica cronica (LLC) (Figura 3A).
Presenta linfocitos de pequefio tamafio, cromatina
madura y condensada con aspecto en grumelée o “en
caparazén de tortuga”, por su tendencia a concentrarse
en varios grumos divididos por franjas de cromatina méas
clara. Tienen una alta relacion nicleo/citoplasma (N/C),
con nucleo redondeado y citoplasma escaso y sin
granulacion. Ademas, tipicamente pueden asociar
numerosas sombras de Gumpretch (0 manchas
nucleares), mas a mayor linfocitosis, debido a la
fragilidad de estos linfocitos que se rompen durante la
extension sanguinea. Para hablar de LLC, deben tener
més de 5.000 linfocitos en sangre periférica.

- Leucemia prolinfocitica B (Figura 3B). En este caso
predominan en sangre periférica la presencia de
prolinfocitos, que son células mas grandes que los
linfocitos normales y que se caracterizan por la
presencia de un pequefio nucléolo, habitualmente en
posicion central, sobre un ndcleo con cromatina
moderadamente condensada y de bordes regulares. La
presencia de una linfocitosis donde los prolinfocitos
representan mas del 55% de los linfocitos de sangre
periférica define la leucemia prolinfocitica B. En caso de
ser < 55% vy, en el contexto de una LLC, puede tratarse
de una LLC en transformacién prolinfocitica.

En los sindromes linfoproliferativos nombrados a
continuacion, la expresion en sangre periférica con linfocitos
atipicos no se produce en todos los casos y pueden hacerlo
en escasa cantidad como para no llegar a cursar con
linfocitosis.
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Linfoma folicular (Figura 3C). Cuando este linfoma,
originado en el centro germinal del foliculo linfoide, se
expresa en sangre periférica suele hacerlo con unos
linfocitos caracteristicos conocidos como centrocitos.
Estas células se reconocen por ser de pequefio tamafio,
con elevada relacién nucleo/citoplasma y un ncleo de
contorno irregular al presentar una hendidura, estrecha
y profunda, que atraviesa casi por completo el nicleo.
Por este aspecto también recibe el nombre de nucleo “en
grano de café”.

Linfoma de células del manto (Figura 3D). Este
linfoma originado en linfocitos B de la zona del manto
folicular puede tener expresion periférica en una
proporcion variable. Cuando lo hace, puede mostrar una
morfologia heterogénea, con células que pueden
resultar mas caracteristicas al presentar un tamafio
pequefio-mediano, con un nicleo de contorno irregular,
invaginado “en boca de pez’, con cromatina intermedia
y ocasional nucléolo. También puede mostrar
variedades mas blasticas, con células de gran tamafio y
una alta relacion nucleo/citoplasma con cromatina laxa 'y
varios nucléolos, o una variedad pleomérfica con células
grandes, nudcleo redondeado y escaso citoplasma
basdfilo.

Linfoma de la zona marginal esplénico (con
linfocitos vellosos circulantes) (Figura 3E). Este
linfoma presenta expresion en sangre periférica con una
frecuencia elevada, por lo que para su diagndstico
puede ser muy relevante la identificacion de estos
linfocitos atipicos. Son células de pequefio tamafio,
aunque mayor que los linfocitos normales y los de la
LLC, con un nucleo ovalado o poligonal y cromatina
condensada, con un citoplasma baséfilo que presenta
unas prolongaciones  (vellosidades) distribuidas
irregularmente, habitualmente polarizadas hacia un
extremo de la célula (a diferencia de los tricoleucocitos,
descritos mas adelante).

Micosis Fungoide/Sindrome de Sézary (Figura 3F).
Las células de Sézary son linfocitos de tamafio grande,
alta relacién nucleo/citoplasma y con un nucleo
redondeado u ovalado con bordes replegados y
superpuestos que remedan los giros y circunvoluciones
del cerebro (de ahi su denominacién de “nucleo
cerebriforme”). Estas células tienen una cromatina
condensada y no presentan nucléolos, asi como un
citoplasma escaso. Hay una variante de menor tamafio
y con alteraciones nucleares menos evidentes, que se
conocen como células de Lutzner, y que por tanto puede
resultar més dificil reconocer.

Linfomas de alto grado (LBDCG, LNH-T) (Figura 3G).
Los LNH de alto grado como por ejemplo el LBDCG no
suele tener expresion periférica con frecuencia, salvo en
casos de marcada infiltracién de la médula ésea. En ese
caso, las células neoplasicas suelen ser linfocitos de
gran tamafio, con nudcleo redondeado, cromatina laxa y
varios nucléolos mas o menos prominentes, citoplasma
moderado y baséfilo, en ocasiones vacuolado
(implicando esta caracteristica, a menudo, un dato méas
de agresividad del linfoma).
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- Leucemial/Linfoma T del adulto (Figura 3H). Es una
enfermedad heterogénea que se puede presentar en
forma de leucemia o de linfoma con o sin expresion
periférica y que esta claramente asociada a la infeccién
cronica por HTLV-1. Las células implicadas en esta
neoplasia son linfocitos de mediano-gran tamafio con un
nucleo pleomorfico y polilobulado aportandole el aspecto
de célula “en pétalos de flor” tan caracteristico. Pueden
tener tanto cromatina condensada como mas laxa con
presencia de varios nucléolos y un citoplasma amplio,
basdfilo y sin granulacion.

NEUTROPENIA

Ante los casos de neutropenia hay que descartar la presencia
de blastos o de displasia, aunque hay que tener en cuenta
también que las siguientes entidades pueden ser una causa
importante de neutropenia:

- Tricoleucemia (Figura 4D). Habitualmente suele
presentarse en forma de pancitopenia, incluyendo
caracteristicamente monocitopenia. Las células linfoides
que caracterizan esta neoplasia, los tricoleucocitos, son
de mediano tamafio, con una relacion ndcleo/citoplasma
moderada o baja, un ndcleo ovalado o alargado, a veces
con una indentacién en forma “de habichuela”, y con un
citoplasma amplio, grishiceo y con numerosas
vellosidades alrededor de la célula que le confieren el
nombre de “célula peluda” o célula “en huevo frito”. El
diagnastico diferencial a nivel morfolégico debe hacerse
con la tricoleucemia variante, que suele presentarse con
leucocitosis en vez de citopenias y tricoleucocitos con
nucléolo central similar al de los prolinfocitos, y con el
linffoma de la zona marginal esplénico con linfocitos
vellosos circulantes, aunque este ultimo suele tener
vellosidades mas polarizadas, un nicleo més poligonal
y un citoplasma mas basdfilo.

- Leucemia de linfocitos grandes granulares (Figura
4C). Presenta linfocitos con morfologia de linfocito
grande granular pero de mayor tamafio, con una relacion
ndcleo/citoplasma  moderada, contorno  nuclear
redondeado y cromatina condensada, con citoplasma
amplio, basofilo y con marcada granulacion azurdfila.
Suelen presentar una linfocitosis con presencia de estos
linfocitos grandes granulares > 10% de forma
persistente (> 6 meses). Habitualmente se acomparfia de
neutropenia u otras citopenias autoinmune y suele
asociarse a otros trastornos autoinmunes (tipicamente la
artritis reumatoide).

- Sindrome mielodisplasico (SMD). Los sindromes
mielodisplasicos pueden presentarse con anemia,
trombocitopenia, neutropenia o cualquier combinacion
de ellas. Para el diagnéstico es necesaria la

combinacién de citopenias con rasgos displasicos
significativos en al menos una de las tres series
hematopoyéticas. Aunque es necesario el estudio
medular para su diagnéstico, la presencia de displasia
en sangre periférica resulta muy orientativo. A
continuacion, se enumeran los principales signos de
displasia en las tres series:

e Diseritropoyesis (displasia en serie eritroide)
(Figuras 5A y 5B): El signo més habitual es la
presencia de tamafios y formas muy variadas
en los hematies (anisopoiquilocitosis), aunque
este rasgo es muy inespecifico.
Ocasionalmente pueden observarse
eritroblastos en sangre periférica cuya displasia
es mucho mas significativa, como puede darse
en el caso de los defectos de
hemoglobinizacion, multinuclearidad,
asincronia madurativa, etc...

e Dismegacariopoyesis (displasia en serie
megacariocitica) (Figuras 5C y 5D): dismorfia
plaquetar, hipogranulacién plaquetar,
distribucion andémala de la granulacién
(polarizacion o formacion de pseudonucleo).

e Disgranulopoyesis (displasia de serie
granulocitica) (Figuras 5E y 5F): defectos de la
granulacion  (hipogranulacién, granulacion
aberrante (pseudo-Chediak), defectos en la
segmentaciéon  nuclear (hiposegmentacion
pelgeroide, hipersegmentacion, segmentacion
andmala), defectos en la condensacion
cromatinica (hipercondensacion o clumping).
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Figura 1. A. Excentrocito o “célula mordida”. B. Esquistocitos. C. Plasmodium. D. Eliptocitos, microcitosis e hipocromia. E.
Esferocito. F. Equinocito. Elaboracion propia.

Figura 2. A. Leucemia mieloide crénica. B Leucemia linfoblastica aguda B. C. Leucemia linfoblastica aguda T. D. Leucemia
mieloide aguda con “signo de la huella”. E. Leucemia mieloide aguda. F. Leucemia promielocitica aguda
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Figura 3. A. Leucemia linfocitica crénica. B. Leucemia prolinfocitica C. Linfoma folicular D. Linfoma de células del manto. E.
Linfoma de la zona marginal. F. Micosis fungoide/sindrome de Sezary G. Linfoma de alto grado. H. Leucemia/linfoma T del
adulto.

Figura 4. A. Linfocitos activados (Mononucleosis). B. Agregados de plaguetas. C. Linfocitos grandes granulares. D.
Tricoleucocito o “Célula peluda”
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Figura 5. A. Eritroblasto con defectos de hemoglobinizacion. B. Eritroblasto multinucleado. C. Plaqueta con pseudonucleo. D.
Plaquetas gigantes. E. Neutrofilo hiposegmentado (pseudopelger). F Neutrdfilo hipogranulado y con clumping croméatico
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SERIE ROJA

La patologia eritrocitaria es consecuencia de la alteracion de
la eritrona, cuyo correcto funcionamiento depende del
equilibrio entre la formacién de eritrocitos en la médula 6sea
(eritropoyesis) y su eliminacion por el sistema mononuclear
fagocitico (eritrocatéresis).

Los factores capaces de modificar la eritropoyesis normal
son muy diversos y pueden dar lugar a su defecto (anemia)
0 a su exceso (eritrocitosis o policitemia).

Aunque la divisién entre anemias y eritrocitosis esta basada
en la disminucién o el aumento de la masa eritrocitaria, la
anemia esta funcionalmente mejor caracterizada por la
concentracién de hemoglobina, mientras que la eritrocitosis
se define mejor por el hematocrito.

La anemia implica la disminucién de la capacidad del
transporte de oxigeno a los tejidos y los sintomas son
consecuencia de la hipoxia tisular. En la practica clinica se
acepta que existe anemia cuando la concentracion de
hemoglobina es inferior a 13 g/dl (130 g/l) en el varén, inferior
a 12 g/dl (120 g/l) en la mujer e inferior a 11 g/dl (110 g/l)
durante la gestacion.

e Clasificacion etiopatogénica de las anemias

TABLA 3
Clasificacion etiopatogénica de las anemias

Anemias regenerativas o "periféricas”
Hemorragia aguda
Anemias hemoliticas
Anemias arregenerativas o “centrales”
Insuficiencia medular por alteraciones de las células precursoras
Trastorno cuantitativo
Selectivo: eritroblastopenias (aplasia pura de células rojas)
Global: aplasias medulares (anemia aplasica)
Trastorno cualitativo (dismielopoyesis)
Congénito: diseritropoyesis congénitas
Adguirido: sindromes mielodisplasicos
Infiltracidn de médula dsea
Leucemias, linfomas, mieloma
Tumores solidos
Mielofibrosis
Deficiencia de factores eritropoyéticos
Hierro
Anemia ferropénica
Anemia de los trastornos cronicos
Cobalamina y &cido félico
Anemias megaloblasticas
Hormaonas: eritropoyetina, hormonas tiroideas, andrdgenos, corticoides

Figura 1. Clasificacion etiopatogénica de las anemias.
Tomado de: Montes Gaiséan C, 2012.

Los mecanismos para la aparicibn de anemia son
extraordinariamente simples: producciéon inadecuada de
eritrocitos o pérdida prematura de los mismos por sangrado
o hemodlisis. Ello permite clasificar las anemias (clasificacion
etiopatogénica) en arregenerativas (la funcién de la médula
es “insuficiente” como consecuencia de alteraciones de las
células precursoras, infiltracion medular o falta de nutrientes)
y regenerativas (la médula responde al descenso de la masa
eritrocitaria aumentando la produccion de los eritrocitos).

El recuento de reticulocitos permite diferenciar las anemias
en las que existe una respuesta medular adecuada de
aquellas otras en las que existe una disminuciéon en la
produccion de eritrocitos. El recuento de reticulocitos se
expresa tanto en absoluto como en proporcion de eritrocitos
(bien en tanto por ciento [%] o en tanto por mil [%o]).

e Clasificacion morfologica de las anemias

En la practica clinica diaria, los pardmetros analiticos, méas
que los clinicos, son mas utiles a la hora de iniciar la
aproximacion diagnostica de la anemia. El volumen
corpuscular medio (VCM) es el parametro que nos permite
clasificar las anemias como microciticas (VCM < 82 fl),
normociticas (VCM 82-98 fl) y macrociticas (VCM > 98 fl).

- Anemias microciticas

Ante una anemia microcitica, las tres posibilidades
diagndsticas principales son la anemia ferropénica, la
talasemia y la anemia de trastornos cronicos.

El primer paso diagndstico sera descartar la ferropenia, ya
que ésta es la primera causa de anemia microcitica, y la
prueba que nos permite confirmar el diagnostico es la ferritina
sérica. A pesar de ser un reactante de fase aguda, el
diagndstico de anemia ferropénica es improbable con niveles
de ferritina normales o elevados (aunque en algunas
entidades mixtas como la anemia de trastorno crénico con
ferropenia podemos encontrarnos ferritinas en rango de
normalidad o incluso elevadas). Los otros parametros del
metabolismo del hierro (hierro sérico, capacidad total de
transporte de hierro, transferrina) no son capaces de
diferenciar de forma segura la anemia ferropénica de la
anemia de los trastornos crénicos.

El histograma de frecuencias o imagen de la distribucién de
los eritrocitos segun tamafio y la ADE (amplitud de
distribucion del tamafio eritrocitario) o RDW (red cell
distribution width), que representa una medida de la
dispersién del histograma y, por tanto, de la anisocitosis. En
la talasemia la ADE es normal, mientras que la ADE > 15 en

137



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2023

pacientes con anemia microcitica es sugestiva de ferropenia.
La trombocitosis reactiva es también caracteristica de la
ferropenia.

Si los niveles de ferritina son normales, el siguiente paso en
la evaluacién de la anemia microcitica sera el tiempo de
evolucion de esta. Una microcitosis evidente en analiticas
previas implica un trastorno congénito, entre los cuales, la
talasemia debe ser el principal diagnéstico de sospecha, lo
que se debe confirmar mediante la electroforesis de
hemoglobinas.

El diagnéstico diferencial de la anemia microcitica no
ferropénica y no talasémica incluye la anemia de trastornos
cronicos y la anemia sideroblastica, congénita o adquirida.
La anemia de los trastornos crénicos es habitualmente
normocitica.

- Anemias normociticas

Las anemias carenciales, anemia de insuficiencia renal y
anemia hemolitica deben ser inicialmente identificadas. Ante
la sospecha de hemdlisis se debe solicitar
lactatodeshidrogenasa (LDH) (aumento de la destruccion
celular), bilirrubina indirecta (aumento del catabolismo de la
hemoglobina), haptoglobina (proteina que aclara la
hemoglobina libre) y recuento reticulocitario (hiperplasia
eritroide).

Cuando no es posible demostrar en el estudio de una anemia
normocitica la deficiencia carencial, la insuficiencia renal o la
hemdlisis nos encontramos ante un trastorno primario de la
médula 6sea o anemia de trastornos crénicos.

- Anemias macrociticas

En el caso de las anemias macrociticas el primer paso es
descartar la presencia de farmacos como hidroxiurea,
metotrexato o trimetoprim, sin olvidar la ingesta habitual de
alcohol.

La elevacion del VCM puede orientarnos sobre la posibilidad
de que se trate de una deficiencia de vitamina B12 y/o
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folatos, sobre todo con valores de VCM superiores a 130 fl.
La probabilidad de deficiencia carencial es inferior con VCM
de 100 a 110 fl, por lo que el estudio de una anemia
macrocitica se inicia con la peticion de los niveles de vitamina
B12 y acido félico (dependiendo de la situacion también se
puede solicitar homocisteina y acido metilmalénico).

La extension de sangre periférica puede orientar a la causa.
Asi, la presencia de hipersegmentacién de los neutréfilos y
macroovalocitos es caracteristica de la deficiencia de
vitamina B12 y folatos, la macrocitosis uniforme se asocia al
consumo de alcohol, los dianocitos con hepatopatia y la
policromasia con la hemdlisis. La existencia de macrocitosis
marcada no secundaria a farmacos ni carencial casi siempre
se asocia con un problema primario de la médula 6sea.

e Alteraciones morfolégicas de los eritrocitos
- Alteraciones del propio hematie
1. Esferocitos

Se denominan esferocitos a los hematies de forma
esférica que han perdido su palidez central. Son
frecuentes en determinadas anemias hemoliticas
congénitas (esferocitosis hereditaria) o adquiridas
(anemia hemolitica autoinmune).

2. Eliptocitos

Los eliptocitos son hematies alargados de extremos casi
simétricos y contorno regular. Suelen verse en:

- Las eliptocitosis, enfermedades en las que existe un
defecto congénito de la membrana eritrocitaria
(espectrina)

- La SP de pacientes con anemia ferropénica
3. Ovalocitos

Los ovalocitos son hematies de forma ovalada que
frecuentemente se observan en la anemia
megaloblastica.

d e

Figura 2. Diferentes morfologias del hematie. a) Esferocitos, b) Eliptocitos, ¢) Ovalocitos, d) Dacriocitos, e) Dianocitos,
f) Estomatocitos, g) Esquistocitos, h) Equinocitos, i) Acantocitos, j) Drepanocitos, k) Excentrocitos, 1) Policromasia, m) Punteado
basdfilo, n) Cuerpos de pappenheimer, 0) Cuerpos de howell-jolly, p) Anillo de Cabot. Tomado de: Merino A, 2015
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Dacriocitos

Los dacriocitos son hematies con forma de lagrima
debido a que presentan una prolongacion anémala. Su
observacion es frecuente en la mielofibrosis primaria, un
tipo de neoplasia mieloproliferativa.

Dianocitos

Los dianocitos son hematies con un exceso de
superficie, que se pone de manifiesto por la presentacion
de un area central de mayor contenido hemoglobinico,
lo que le confiere un aspecto parecido a una diana.

Los dianocitos se observan preferentemente en:
las talasemias
la anemia ferropénica

las hepatopatias cronicas en las que se produce un
aumento del colesterol y fosfolipidos de la membrana
eritrocitaria.

Estomatocitos

Los estomatocitos son eritrocitos con exceso de agua, lo
gue se manifiesta por la presentacion de una region en
forma de boca en la zona central del hematie. Pueden
verse en las anemias hemoliticas, especialmente en las
estomatocitosis congénitas. Con menor frecuencia
pueden observarse también en el alcoholismo.

Esquistocitos

Se denominan esquistocitos a los hematies
fragmentados, que pueden presentar formas muy
variadas. Son hematies de tamafio muy pequefio (2-3)
mm, que se forman habitualmente por fragmentacién
mecanica. Son frecuentes en la anemia hemolitica
microangiopética. No es frecuente, pero a tener en
cuenta la posible presencia de esquistocitos en la
anemia megaloblastica por déficit de vitamina B12 o
acido fdlico. En estos casos los esquistocitos se
acompafian de macro ovalocitos, y el VCM se hallara
aumentado (>110 fL).

Equinocitos

Los equinocitos son hematies esferoidales que poseen
espiculas cortas distribuidas regularmente por toda su
superficie (distribucion simétrica). Son frecuentes en la
sangre conservada debido a una disminucién del ATP
intraeritrocitario. También pueden observarse en la
insuficiencia renal debido a la elevada concentracion
plasmatica de determinados derivados metabdlicos.

9. Acantocitos

Los acantocitos son hematies de aspecto redondeado
gue muestran varias espiculas aunque, a diferencia de
los equinocitos, sus espiculas son mas alargadas y
estan distribuidas irregularmente en su superficie
(distribucion asimétrica). Se observan en:

la a-betalipoproteinemia congénita (enfermedad
congénita con ausencia caracteristica de
lipoproteinas plasmaticas)

las hepatopatias severas

la administracion de heparina

las anemias severas

después de la esplenectomia

10. Drepanocitos

11.

12.

Se denominan drepanocitos o hematies falciformes a los
hematies que presentan una forma semilunar, ya que
son alargados y estrechos. Contienen una hemoglobina
anormal, o hemoglobina S, en su forma desoxigenada.
Al someter a la sangre a una situacion de hipoxia, los
polimeros de desoxihemoglobina S adoptan la forma de
bastones alargados que se orientan siguiendo el eje
longitudinal de la célula. Son tipicos de la anemia
falciforme.

Excentrocitos

En los excentrocitos la hemoglobina se halla distribuida
de forma preferente en los extremos o polos del hematie,
por lo que puede apreciarse una zona central en el
hematie “vacia” de hemoglobina. Los excentrocitos
pueden verse en las estomatocitosis congénitas y mas
frecuentemente en la denominada xerocitosis congénita
(XC). La XC se debe a una alteracion de la membrana
del hematie, que tiene como consecuencia un aumento
de la permeabilidad pasiva de la misma al potasio con la
consecuente salida de agua y, por tanto, deshidratacion.
Los excentrocitos también son frecuentes en el déficit de

glucosa- 6-fosfato-deshidrogenasa después de la
ingesta de habas (favismo). En esta entidad los
excentrocitos  muestran  predominantemente el

desplazamiento de la hemoglobina hacia uno de los
polos del hematie.

Policromasia

Los hematies jovenes, que han abandonado
recientemente la médula 6sea, se tifien de un color azul
palido debido a su elevado contenido en ribosomas. El
hallazgo de un ndmero elevado de hematies que
presentan coloracion azulada se define con el término
de policromasia. Estos hematies méas joévenes suelen
tener un tamafio ligeramente superior a los hematies
maduros y se denominan reticulocitos.

Inclusiones eritrocitarias
Punteado baséfilo

El significado de la presencia de punteado basofilo en el
interior de los hematies es equivalente al hallazgo de
policromasia. Un alto nimero de estos hematies puede
indicar intoxicacion por plomo.

Cuerpos de pappenheimer

Otras inclusiones que pueden verse en los hematies son
los cuerpos de Pappenheimer. Sus caracteristicas
principales consisten en: a) son de pequefio tamafio y
basdfilos b) estan situados en la periferia del hematie c)
contienen particulas de hierro d) se tifien de color
purpura con la tincion de MGG.

Los hematies que presentan este tipo de inclusiones se
denominan siderocitos. Los siderocitos en anillo
(eritroblastos con inclusiones de hierro que rodean
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completamente al nucleo y que se ponen de manifiesto
mediante tincion de Perls) son tipicos de la anemia
refractaria sideroblastica. La presencia de cuerpos de
Pappenheimer es frecuente en la anemia sideroblastica
congénita.

3. Cuerpos de howell-jolly

Los cuerpos de Howell-Jolly corresponden a inclusiones
eritrocitarias redondeadas de alrededor de 1 mm de
diametro, que se tifien de color violaceo (MGG), y que
se observan frecuentemente después de la
esplenectomia. Después de la esplenectomia, y debido
a la falta de la funcién pitting del bazo, es frecuente la
observacion de cuerpos de inclusién eritrocitarios, tales
como los cuerpos de Howell-Jolly o los cuerpos de
Pappenheimer en la anemia sideroblastica congénita.

4. Anillos de cabot

Los anillos de Cabot son inclusiones de forma anular que
se observan en determinadas circunstancias en el
interior del hematie. Corresponden a microtibulos que
proceden de una mitosis anormal, o bien a restos de la
membrana nuclear del eritroblasto. Su hallazgo indica
una alteracion de la eritropoyesis, lo que se conoce con
el término de diseritropoyesis.

e Metabolismo del hierro

El metabolismo del hierro corporal se lleva a cabo por un
sistema muy eficiente que controla la absorcién, la
movilizacién desde sus depdsitos y la recuperacion del hierro
previamente usado en funcion de las necesidades de la
eritropoyesis en la médula 6sea.

En la cara apical de los enterocitos duodenales se produce
la reduccion del hierro de la dieta por el citocromo-b, para
posteriormente penetrar en la célula por el transportador de
metales divalentes-1 (DMT-1). Una vez dentro de la célula,
se deposita en forma de ferritina y es liberado al plasma
mediante la ferroportina, transportada a su vez por la
transferrina.

Ademas del aporte dietético, los macrofagos reutilizan el
hierro procedente de los eritrocitos seniles. Por el contrario,
no hay un mecanismo eficiente para eliminar el exceso de
hierro, y éste sélo puede ser controlado disminuyendo la
absorcion. La alteraciéon de la absorcion puede dar lugar a
exceso de hierro produciendo su deposito en los tejidos
(como en la hemocromatosis [HC]) o por el contrario una
deficiente absorcion o distribucién del hierro insuficiente para
los requerimientos de la eritropoyesis determina la aparicion
de anemia, bien ferropénica o bien de causa inflamatoria.

En el estudio de la homeostasis del hierro se han implicado
en los ultimos afos diversos genes y proteinas, entre los que
la hepcidina parece ser el principal responsable del control
de la absorcion intestinal de hierro y su utilizacion por parte
de los macrofagos.

- Hepcidina

Hormona implicada en la regulacion del metabolismo del
hierro, cuyo exceso se asocia a la anemia de trastornos
cronicos y su defecto a trastornos por sobrecarga de hierro.
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Su sintesis es inducida por el hierro ingerido. Se une a la
ferroportina, proteina que exporta el hierro a la circulacion
desde los macréfagos, enterocitos y hepatocitos. La
hepcidina suprime la absorcién y liberacion del hierro.

Ademas del hierro, se han descrito diferentes factores que
controlan la produccién de hepcidina. Entre ellos, las
situaciones de infeccion e inflamaciéon inducen la sintesis de
hepcidina, mediada por citocinas como la interleucina 6 (IL-
6) o la interleucina 1 (IL-1), reteniendo asi el hierro en los
depositos, lo que podria ser un “mecanismo de defensa” ante
estas agresiones

- Hemocromatosis

El término HC engloba a un conjunto de sindromes que se
caracterizan por la sobrecarga cronica de hierro. Existen
causas secundarias de HC, pero este término se emplea
habitualmente para referirse a la HC de origen genético.

Las HC hereditarias afectan principalmente a individuos de
raza caucdsica, con mas frecuencia en los paises mas
septentrionales. Entre los caucasianos, aproximadamente 5
de cada mil son homocigotos para el alelo mutante C282Y
del gen HFE en el cromosoma 6, y mas del 10% son
heterocigotos, aunque éstos desarrollan la enfermedad con
menos frecuencia. La segunda mutacién mas frecuente es la
H63D.

Asi, las HC hereditarias se clasifican en base a la
identificacion de varias mutaciones genéticas:

1. HC HFE. Es la forma “clasica” o tipo 1. Representa mas
del 90% de los casos de HC. Su transmision
habitualmente es autosémica recesiva, y se debe a
mutaciones en el gen HFE. La mayoria de los pacientes
son homocigotos para la mutacion C282Y o
heterocigotos  (C282Y/H63D); sin embargo, la
prevalencia de la mutacion H63D en la poblacion general
es mayor.

2. HC juvenil o tipo 2. Causada por una mutacion en el
gen HJV (tipo 2A) o en el gen de la hepcidina (HAMP)
(tipo 2B). Suele presentarse antes de los 30 afios y su
curso es mas rapido y grave que en el tipo 1.

3. HC tipo 3. Causada por mutaciones en el gen del
receptor de la transferrina 2 (TFR2). Clinicamente es
muy similar a la HC HFE.

4. Enfermedad de la ferroportina o tipo 4. Se debe a
mutaciones en el gen de la ferroportina.

5. Otras formas raras de sobrecarga férrica de causa
genética son debidas a mutaciones en el gen de la
ceruloplasmina, el gen de la transferrina
(atransferrinemia) o el gen del DMT-1.

En los ultimos afios se ha demostrado que la causa principal
en lamayoria de formas de HC es la deficiencia de hepcidina.
La expresividad clinica es heterogénea: astenia,
somnolencia, dolor abdominal tipo colico, artralgias. De
forma tardia afectacion hepatica.

El diagnostico de sospecha se establece si la ferritina sérica
es superior a 400 ng/ml y el IST superior al 45% (mayor
sensibilidad diagnostica) en 2 determinaciones separadas un
minimo de 3 meses.
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Para diagndstico de confirmacién: Demostracion de la
mutacion C282Y en forma homocigota o heterocigota
(C282Y/H63D). Confirmacién del cimulo de hierro mediante
resonancia magnética (RM), tincion de Perls [Tifie la
hemosiderina en médula 6sea. Se pueden observar como
granulos de color azul verdoso en el interior de los
eritoblastos y los macrofagos] en la biopsia hepética
(actualmente sélo de interés prondstico) y flebotomia
cuantitativa.

Flebotomias: Constituyen la principal medida terapéutica
para reducir la sobrecarga férrica. Esta indicada en todos los
pacientes con ferritina superior a 300 ng/ml (200 ng/ml en
mujeres). Se realizara en dos fases:

1. Fase de induccion: 1-2 flebotomias por semana, hasta
ferritina < 50 ng/ml.

2. Fase de mantenimiento: flebotomias cada 1-4 meses,
segun las necesidades del paciente, para mantener el
nivel de ferritina inferior o igual a 50 ng/ml.

ANEMIAS MICROCITICAS
e Anemia ferropénica
La anemia ferropénica se desarrolla de forma progresiva:

Fase 1. Ferropenia prelatente: Deplecion de hierro en
depésitos (ferritina baja) con sideremia normal

Fase 2. Ferropenia latente: Disminucién de hierro sérico con
indice de saturacion de la transferrina bajo, sin anemia

Fase 3. Anemia ferropénica: hemoglobina baja

Las causas fisioldgicas obedecen a un mayor consumo
(crecimiento en la infancia y adolescencia, lactancia,
embarazo) o al aumento de las pérdidas (menstruacion),
mientras que la hemorragia gastrointestinal es la causa
patolégica mas frecuente de ferropenia, sobre todo en
hombres 'y mujeres posmenopdausicas. Se deben
principalmente a Ulceras, ingesta crénica de farmacos
(antiinflamatorios no esteroideos [AINE], anticoagulantes
orales) y otros trastornos como hernia de hiato, varices
esofagicas, diverticulosis o lesiones malignas. La infeccion
por Helicobacter pylori también puede producir ferropenia. La
malabsorcion es mas frecuente en personas jovenes,
generalmente por enfermedad celiaca, produciéndose una
anemia de origen multifactorial por deficiencia asociada de
acido félico y/o vitamina B12.

Diagnéstico

- VCMy HCM disminuidos

— ADE/RDW elevado

—  Trombocitosis reactiva

—  Frotis: Anisocitosis, microcitosis, hipocromia
— Hierro, IST bajos

— Transferrina elevada

—  Ferritina baja (salvo que aumente como RFA)

— Receptor soluble de la transferrina (R-Tf) y la capacidad
total de saturacién de la transferrina (CTST) que se
encontraran elevados

e Talasemia

Es la causa de microcitosis no ferropénica mas frecuente en
nuestro medio. En la talasemia la microcitosis predomina
sobre la hipocromia, y suele presentarse con hierro normal o
sobrecarga de hierro en lugar de ferropenia.

La reticulocitosis, la policromatofilia y el punteado basofilo
son mas tipicos que en la ferropenia. En los casos dudosos,
se confirmard el diagnostico mediante la electroforesis de
hemoglobinas. Es importante recordar que ante la sospecha
de talasemia, si coexiste un estado de ferropenia habra que
corregirlo antes, ya que la fraccion HbA2 suele estar
disminuida en estos casos.

TABLA3
Diagndstico diferencial de la anemia ferropénica

Val | Anemia Anemia nemia Tal .

alores normales ferropénica | TASIOMOS | Gieroplastica | Talasemias
cranicos

VCM (80-98 fI) L N NoT Ll

HCM (26-33 pg) Ll N Doble poblacidn +

ADE o RDW (11,6-14,5%) T 1 T N

Hierro sérico 1 1 NoT NoT

Hombres 80-180 pg/dl

Mujeres 60-160 po/dl

Transferrina (170-370 mg/dl) T 1 NoT N

IST (= 16%) <10% > 10% T NoT

CTST {250-460 pg/dl) T LoN LoN Nol

Ferritina (18-300 ng/mi) 1 TaN NoT NoT

ADE: amplitud de distribucién del tamafio eritrocitario; CTST: capacidad total de saturacion
de la transferring; HCM: hemoglobina corpuscular medig; IST: indice de saturacidn de la
transferrina; VCM: volumen corpuscular medio.

Figura 3. Diagnostico diferencial de la anemia ferropénica.

Tomado de: Gonzélez de Villambrosia S, 2012.

En nuestro medio es muy importante hacer el diagnéstico
diferencial entre anemia ferropénica y rasgo talasémico. En
la anemia ferropénica existe una disminucién proporcionada
del VCM con el hematocrito y con la disminucion de la
concentracion de hemoglobina. En la talasemia hay un
aumento del numero de hematies y el VCM es
desproporcionadamente bajo con respecto al grado de
anemia.

indice de Mentzer = VCM / hematies (en millones)

Uso de indice de Mentzer, que sera superior a 13 en la
anemia ferropénica e inferior a 13 en el rasgo talasémico.

Cromosoma 16

Cromosoma 11

7 o i B
Cadenas
polipeptidicas
sy by b,
Hemoglobinas F Ay A

Figura 4. Genes de Hemoglobina. Adaptado de: Carrasco
Salas P, 2013.
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Se tratan de trastornos hereditarios de la biosintesis de las
globinas alfa o beta. Alfa y beta talasemia las mas comunes.
Autosémicas dominantes (hetero y homozigotos).

- Alfa-talasemia

Se caracteriza por la disminucién de la sintesis de las
cadenas alfa-globina debido a la mutacion (generalmente
delecion) de los genes que la codifican en el cromosoma 16.
La expresividad clinica depende de los genes afectados y
varia desde las formas asintomaticas (1 gen) hasta las
incompatibles con la vida (4 genes).

Los defectos en 3 de los 4 genes (a-/--) perjudican
gravemente la produccion de la cadena alfa. El deterioro de
la produccion de cadenas alfa da como resultado la
formacion de tetrdmeros con el exceso de cadenas beta,
denominados hemoglobina H, o, durante la lactancia se
forma hemoglobina de Bart a partir del exceso de cadenas
gamma. Los pacientes con hemoglobinopatia H suelen tener
anemia hemolitica sintomatica y esplenomegalia.

Los defectos en los 4 genes mediante dos alelos alfa 0 (--/--)
son un trastorno letal en la vida intrauterina (hidropesia fetal),
porque la hemoglobina que carece de cadenas alfa no
transporta oxigeno.

Tipos Delecidn Caracteristicas

a-Talasemia minor -afaa Normalmente silente

--/aa Hb, VCM y HCM son bajas

a-Talasemia major L L
. -af-a Criterios de exclusion

Anemia crénica severa

HoH == Hb H: tetrameros de B-globina

Hidropesia fetal / Anemia severa fetal

Hb de Bart - HPLC de cordocentesis

Figura 5. Tipos de Alfa Talasemia. Elaboracion propia.

- Beta-talasemia

Comun en el Mediterraneo, Africa, Oriente Proximo, Asia e
Indonesia (3-10%). Ventaja de heterozigotos frente a P.
falciparum. >200 mutaciones descritas.

Tipos Caracteristicas Laboratorio

B-Talasemia minor | Asintomaticas Hb normal (lig. baja)
B/B+, B/BO Excepto en éstres hematopoyético | VCM: 48-72 fL

Anemia moderada
HB: 6-10 g/dL

Entre la major y la minor
No transfusiones. Quelacion Fe

B-Tal intermedia
B+/p+, B+/p0

En nifios: retraso crecimiento, Anemia severa
R infec. recurrentes, esplenomegalia | HB: 3-6 g/dL
(Anemia de Cooly) |y cambios en huesos faciales

B-Talasemia major

0 VCM: 48-72 fL
Fo/eo Transfusiones sanguineas CHCM: 23-32 g/dL
g ’ Delecién y unién entre los genes o L
Of-Talasemia de I globina 3 y B. Hb: 8-13 g/dL
(Hb Lepore) VCM: normal

Mediterraneo (Grecia e Italia)

Figura 6. Tipos de Beta Talasemia. Elaboracién propia.

Se produce por la disminucién (beta +) o ausencia (beta 0)
de la sintesis de la beta globina, codificada por dos genes
situados en el cromosoma 11. La cantidad de expresion de
los genes (beta + o beta 0) da lugar a una gran variabilidad
clinica, a lo cual contribuye la posible coexistencia de
mutaciones del gen de la beta globina y la cantidad de HbF.
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La beta-talasemia menor (rasgo) ocurre en pacientes que
son heterocigotos (b/b+ o b/b0), habitualmente asintomaticos
con anemia microcitica leve a moderada. Este fenotipo
también puede ocurrir en casos leves de b+/b+.

La beta-talasemia intermedia es un cuadro clinico variable
gue es intermedio entre la talasemia mayor y la menor y se
debe a la herencia de dos alelos de beta talasemia (b+/b0 o
casos graves de b+/b+).

La beta-talasemia mayor (0 anemia de Cooley) ocurre en
pacientes homocigotas (b0/b0) o heterocigotas compuestos
graves (b0/b+) y es el resultado de la deficiencia grave de la
beta globina. Estos pacientes desarrollan anemia grave e
hiperactividad de la médula ésea.

- Delta Beta-talasemia

Especialmente frecuente en el é&rea mediterranea, se
caracteriza por la disminucién o ausencia de la sintesis de
las cadenas beta y delta, con gran heterogeneidad molecular
gue condiciona la importante variabilidad clinica. La forma
heterocigota es asintomatica, destacando Unicamente
microcitosis leve y aumento de HbF (7-15%) de distribucion
heterogénea sin aumento de HbA2.

- Electroforesis de hemoglobinas

Una vez descartada la ferropenia, es preciso investigar como
posible causa de anemia microcitica la presencia de una
hemoglobinopatia. Habitualmente estas entidades se
diagnostican en la infancia, mientras que los adultos con
talasemia son, en general, heterocigotos para la forma alfa o
beta e incluso pueden no presentar anemia. El diagnostico
se realizard con la determinacion de la HbA2, HbF y
electroforesis de hemoglobina. Para las variantes alfa se
realizan estudios moleculares especificos.

Calibrated| Rete 5
Area s | Time
== 0.1 0.74 953
13.6* =-—= 211 235045
Ao Exs 2.5 2.28 44152
A2 3.0 ——— 3.65 58943
S-window -—— 80.7 4.41 1419104

45.0

37.549

30.04

22.5

]

15.04

Time (min.)

Figura 7. Electroforesis de Hemoglobina. Elaboracion
propia.

e Anemia de trastornos crénicos o anemia
inflamatoria

La anemia suele ser normocitica y normocrémica, con
sideremia baja, ferritina normal o aumentada y un IST normal
o ligeramente disminuido. El estudio de la médula 6sea es
util, ya que el hierro tefiido estard normal o aumentado en
este caso, al contrario que en la anemia ferropénica.
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e Anemia sideroblastica adquirida

Los hallazgos sanguineos suelen simular a los que aparecen
en la ferropenia, y los reticulocitos también estan bajos, pero
el hierro sérico suele estar normal o aumentado. La
confirmacion del diagnéstico exige la realizacién del aspirado
de médula Osea, donde los depositos de hierro y los
sideroblastos estaran aumentados.

ANEMIAS MACROCITICAS

Se definen como anemias macrociticas el conjunto de
entidades que cursan con aumento del volumen corpuscular
medio (VCM) por encima de 98 fl.

Para el estudio inicial es necesaria la realizacion de dos
determinaciones bésicas: reticulocitos (anemia
regenerativa/no) y extension de sangre periférica (busqueda
de megaloblastosis: macrocitosis, anisocitosis,
hipersegmentacion de los neutréfilos (pleocariocitos) e
incluso poiquilocitosis en los casos graves).

Posteriormente se analizaran de forma conjunta los niveles
séricos de cobalamina y/o folatos, cuya deficiencia supone la
causa mas frecuente de macrocitosis con eritropoyesis
megaloblastica. Las causas mas frecuentes de disminucion
de los niveles de vitamina B12 o folatos incluyen deficiencia
nutricional, alteraciones en la absorcién a nivel géstrico
(gastritis atréfica, anemia perniciosa por ausencia de factor
intrinseco) o a nivel intestinal (compromiso ileal, compromiso
yeyunal, sobrecrecimiento bacteriano), farmacos, aumento
de los requerimientos (embarazo, enfermedades malignas),
exceso de pérdidas o causas hereditarias. La anamnesis y el
examen fisico detallados, los anticuerpos antifactor
intrinseco, anticuerpos antiparietales y, en funcién de los
hallazgos, la gastroscopia con toma de biopsia, nos
aproximaran al diagndstico. Cuando la anemia se debe a un
fallo de la mucosa gastrica para la secrecion de factor
intrinseco necesario para la absorcién de vitamina B12, se
llama Anemia perniciosa, y se produce eritropoyesis ineficaz.

Si no se confirma la anemia carencial, es preciso realizar
pruebas de funcion tiroidea, asi como buscar alteraciones
hepaticas, principalmente la hepatopatia alcohdlica y la
cirrosis, que justifiquen la anemia.

Anemia macrocitica
VCM > 9811

indice reticulocitario + frotis de sangre periférica

Megaloblastosis

utrgfilos
+indice reticulocitario normal o bajo)

Vitamina B, y &cido félico

Niveles normales Deficiencia de cobalamina Déficit de folato

Malabsorcion
Trastornos hereditarios Anticuerpos antiparietales
de |a sintesis. Anticuerpos anti-factor intrinseco

de ADN o farmacos Déficit nutricional

‘Aumento de necesidades
Férmacos

Anemia Exceso de pérdidas
perniciosa Malabsorcién Déficit
nutricional

Figura 8. Diagnéstico diferencial de anemia macrocitica.
Adaptado de: Bastos Oreiro M, 2008.

Si con todos los datos previos no se llegara al diagnostico,
serd necesaria la realizacion del aspirado y la biopsia de
médula dsea para descartar un sindrome mielodisplasico,
aplasia medular o infiltracién metastasica de una neoplasia
sistémica no hematoldgica.

ANEMIAS NORMOCITICAS

En el estudio inicial de cualquier tipo de anemia, es
fundamental realizar una anamnesis y una exploracion fisica
detalladas como primer paso para la aproximacion
diagndstica. En el caso de las anemias normociticas esto es
especialmente importante, por ser la que mas se relaciona
con otros trastornos sistémicos (hepatopatia, endocrinopatia,
etc.), sangrado y hemdlisis.

Para iniciar el estudio y establecer la etiologia de la anemia
es necesario realizar algunos estudios de laboratorio basicos
como hemograma, recuento reticulocitario, estudio
morfolégico de sangre periférica y determinacion de
velocidad de sedimentacién globular (VSG), que en el caso
de las anemias normociticas se completa con el estudio del
metabolismo férrico, vitamina B12 y acido félico, creatinina
sérica, pruebas de funcion hepatica, tiroidea y niveles de
cortisol, asi como niveles de eritropoyetina (EPO) sérica para
descartar insuficiencia renal crénica, endocrinopatia o
hepatopatia asociadas. En algunas ocasiones sera
necesario realizar aspirado y biopsia de médula 6sea para
completar el estudio.

Anemias normociticas
(VCM 80-98 i)

Reticulocitos

Normales o disminuidos Aumentados

Anemias hipo/arregenerativas Anemiss regenerativas
{“centrales”) ("periféricas”)

He obstétrica y menstrual
Melenas
Sangrado agudo

Hipacelularidad

Dafio medular Anemia posthemorragica

Pancitopenia
No signos inflamatorios
Frotis anoding

Datos de hemalisis:
LDH T, B. indirecta T,
haptoglobina

lasia MO
Celularidad N o T Sl Anemia hemalitica

Pseudahelger e
Dacriocitos

Hiperesplenismo

Anemia carencial en tratamiento
Ferrtina T, VSG, PCR
Sindrome Constitucional

Infiltracion medular

Fe ! FeriinaNo T,
Grriiad
EPO sérica |

Anemia de trastornos cronicos

Figura 9. Diagnostico diferencial de anemia normocitica.
Adaptado de: Batlle A, 2012.

ANEMIAS HEMOLITICAS

Al final de su ciclo vital normal (alrededor de 120 dias), los
eritrocitos son eliminados de la circulaciéon. La hemolisis se
define como la destruccion prematura y, por lo tanto, acorta
la vida media de los eritrocitos (< 120 dias). Se produce
anemia cuando la produccion en la médula 6sea ya no puede
compensar la reduccion en la supervivencia de los eritrocitos.
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Se sospecha una hemdlisis en pacientes con anemia y
reticulocitosis. Si se presume una hemdlisis, se examina el
frotis periférico y se determinan bilirrubina sérica, LDH,
haptoglobina (disminuye en hemodlisis) y AST. El frotis
periférico y el recuento de reticulocitos son las pruebas més
importantes para diagnosticar la hemolisis. La prueba de
antiglobulina (coombs directo) o la deteccion de
hemoglobinopatias (p. ej., por HPLC) pueden ayudar a
identificar la causa de la hemdlisis.

Mecanismo Trastorno o agente [
Alteraciones intrinsecas de los eritrocitos

Trastornos adquiridos Hipofosfatemia

de la membrana Hemoglobinuria paroxistica
eritrocitica (NO nocturna

HEREDITARIOS) Estomatocitosis

Trastornos congénitos | Eliptocitosis hereditaria

de la membrana Esferocitosis hereditaria
eritrocitica Estomatocitosis hereditaria
(Membranopatias)
Trastornos de la Enfermedad de hemoglobina C
sintesis de Enfermedad de hemoglobina E
hemoglobina Enfermedad de hemoglobina S-
(Hemoglobinopatias) C

Anemia drepanocitica
Talasemias

Defectos de la via glucolitica
(Déficit de piruvato kinasa)
Defectos de la via de derivacion
de hexosas monofosfato (Déficit
de glucosa-6-fosfato

Trastornos del
metabolismo del
eritrocito
(Enzimopatias)

deshidrogenasa [G6PD])
Trastornos extrinsecos al eritrocito
Trastornos Anemias hemoliticas
inmunitarios autoinmunes:

e  Crioanticuerpos

e  Inducida por farmacos
e  Virus Epstein-Barr

e  Sindrome urémico
hemolitico
Micoplasmas
Criohemoglobinuria

paroxistica

e  Purpura
trombocitopénica
idiopatica

e  Anticuerpos calientes

Babesia

Bartonella bacilliformis
Plasmodium falciparum, P.
malariae, P. vivax
Hemoglobinuria de la marcha
Valvulopatias cardiacas
Hiperesplenismo

Microorganismos
infecciosos

Traumatismo
mecanico
Hiperactividad
reticuloendotelial
Produccién de toxinas
por microorganismos

Clostridium perfringens
Estreptococos alfa-hemoliticos y

infecciosos beta-hemoliticos
Meningococos
Toxinas Compuestos con potencial

oxidante (p. €j., dapsona,

fenazopiridina, naftaleno)

Cobre (enfermedad de Wilson)

Plomo

Veneno de insectos, serpientes
En Rojo: Hereditarios.

Tabla 1. Mecanismos de anemia hemolitica. Elaboracion
propia.
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La hemodlisis se puede clasificar segln si la hemdlisis es

— Intrinseca: debido a un defecto dentro del eritrocito;
las anomalias eritrociticas intrinsecas usualmente
son hereditarias (excepto trastornos adquiridos de
membrana eritrocitica).

— Extrinseca: desde una fuente externa al eritrocito;
los trastornos extrinsecos al eritrocito generalmente
son adquiridos.

e Anemias hemoliticas congénitas
- Membranopatias

Las membranopatias son el conjunto de entidades clinicas
caracterizado por la alteracién de la forma y/o deformabilidad
del eritrocito debido al defecto proteico de su membrana.

- Enzimopatias

Las enzimopatias son el conjunto de enfermedades que
aparecen como consecuencia de la alteracién de cualquiera
de las enzimas que intervienen en el metabolismo energético
del eritrocito. Este se compone de tres grandes vias: la
glucolisis anaerobia, el metabolismo éxido-reductor y el
metabolismo nucleotidico. Las mutaciones genéticas
causantes de enzimopatias pueden cursar como un
sindrome hemolitico con anemia, cianosis con
metahemoglobinemia o eritrocitosis.

1. Déficit de G6PDH

La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
cataliza la primera reaccion de la via de las pentosas-
fosfato, de forma que se obtiene NADPH que protege al
eritrocito del estrés oxidativo, manteniendo al glutation
en estado reducido. Su deficiencia constituye la
enzimopatia congénita mas frecuente, afectando a més
de 400 millones de personas en el mundo.

Su distribucion geogréafica es similar a la de la malaria,
debido a la proteccién que ofrece frente a la infeccion
por Plasmodium falciparum.

Generalmente, estos pacientes permanecen
asintomaticos durante afios, hasta la exposicion a algin
factor desencadenante, fundamentalmente farmacos
oxidantes e infecciones, con apariciéon de hemolisis
aguda intravascular con hemoglobinuria. La hemodlisis
inducida por habas constituye un sindrome especial,
conocido como favismo, que fue descrito por primera vez
por Pitdgoras en el siglo V. También se relaciona con la
ingesta de otros alimentos que contengan divicina,
isouramilo o convecina, como los berros.

La Organizacion Mundial de la salud (OMS) describe
tres variantes de la deficiencia de G6PDH: tipo 1,
sindrome hemolitico crénico de intensidad variable con
0% de actividad enzimatica; tipo 2, asintomatico hasta
exposicion a agente oxidante, con una actividad
enzimatica del 5-15%, y tipo 3, asintomatico con
actividad enzimatica normal.

En el frotis se observan excentrocitos, que son hematies
donde la hemoglobina se ha polarizado hacia uno de los
lados o ambos lados del hematie. El grado de actividad
enzimatica puede determinarse, de forma indirecta,
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mediante la medicion por espectofotometria de la
sintesis de NADPH o de la cantidad de glutation
reducido. El diagnéstico definitivo requiere el estudio
mutacional con analisis molecular.

O OG
) .’4

Figura 10. Excentrocitos. Adaptado de: https://quizlet.com.

-_—

2. Déficit de PK

Las alteraciones enziméticas a este nivel impiden la
obtencion de energia en forma de adenosintrifosfato
(ATP) por parte del eritrocito.

La heterocigosis carece de expresion clinica, salvo
ictericia neonatal y episodios de hemodlisis leve en
relacion con infecciones o tratamiento con
anticonceptivos orales. Los individuos homocigotos
presentan hemodlisis crénica de intensidad variable que
se manifiesta por primera vez en el periodo neonatal o
durante los primeros afios de vida.

En el examen morfolégico podemos observar
equinocitos, reticulocitosis, macrocitosis y trombocitosis.
El diagndstico se basa en la medicion de la actividad
enzimatica eritrocitaria.

- Hemoglobinopatias

Esta formada por cuatro subunidades proteicas (globinas)
iguales dos a dos, con un grupo hemo en cada una de ellas.
Existen seis tipos de cadenas globinicas: alfa, beta, gamma,
delta, épsilon y zeta. La Hb humana adulta es una mezcla de
tres subtipos: HbA1 (a2f2), que representa mas del 90% del

Esferocitosis (++)

Eliptocitosis (+)

total, HbA2 (02562), y HbF (a2y2), que representa menos del
1% del total.

Las hemoglobinopatias se producen por la sintesis
defectuosa de la Hb, ya sea en su estructura (alteracion
cualitativa) dando Ilugar a las hemoglobinopatias
estructurales, o en su cantidad (talasemias) o ambas
(hemoglobinopatias talasémicas).

1. Hemoglobinopatias estructurales

Existen mas de 1.000 tipos de hemoglobinopatias
estructurales descritas que afectan aproximadamente al
7% de la poblacion mundial. Su distribucion geografica
es similar a la de la malaria, debido a que proporcionan
resistencia frente a la infeccion por Plasmodium
falciparium. La HbS y la HbC tienen especial
predilecciéon por la raza negra, la HbE es tipica del
sudeste asiatico, la HbD Punjab de India y la HbO-Arab
de Extremo Oriente.

La electroforesis convencional a pH alcalino constituye
la mejor prueba diagnéstica, pero a veces es preciso
realizar electroforesis a pH &cido, isoelectroenfoque o
técnicas de HPLC o secuenciacion para una correcta
identificacion de las variantes.

- Hemoglobinopatia S

La HbS o anemia de células falciformes (anemia
drepanocitica) es la hemoglobinopatia mas frecuente
(45% en determinadas zonas del Africa tropical) y
también la de mayor impacto sanitario a nivel
mundial, con un aumento creciente de su
importancia debido a la inmigracion.

Se produce por una mutacién estructural, la
sustitucion de la base timina por adenina en el codén
6 del gen B de la globina, con sustitucién de acido
glutamico por valina en la secuencia de aminoacidos.
Cuando la Hb se desoxigena, el eritrocito adquiere
forma de hoz (drepanocito).

La estructura del hematie favorece su adherencia al
endotelio vascular, provocando por un lado la

Estomatocitosis Acantocitosis

Alteracion Anquirina (+), banda  Espectrina, proteina Permeabilidad a Colesterol y
3, espectrina 4.1, espectrina, cationes fosfolipidos
glucoforina

SOGIGTGEA Variable. Hemdlisis  Variable. Suele ser Xerocitosis: Hematie Abetalipoproteinemia:

clinica neonatal y leve. deshidratado Neuropatia, retinitis
trans.fusiones * En zonas de Pseudohiperpotasemia Pigmentosa
continuas hasta  ajudismo muy
asintomatico prevalente  (30%)
porque ofrece
resistencia a
P.falciparum
Situaciones Anemia hemolitica Eliptocitos muy  Alcoholismo, Desnutricion  grave,

comunes (talasemia, Insuficiencia hepatica alcoholismo

ferropenia, etc.)

adquiridas

Morfologia
del hematie >

> ®

Tabla 2. Hemoglobinopatias estructurales. Elaboracion propia.
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obstruccion al flujo sanguineo por agregacion
plaquetaria, lo que representa uno de los factores
desencadenantes de las crisis vasooclusivas propias
de la enfermedad.

Es posible distinguir las siguientes variantes:

1. Rasgo falciforme en individuos heterocigotos
(HbAS) del gen B: los datos de laboratorio y la
morfologia eritrocitaria son normales; permanecen
asintomaticos hasta que se exponen a factores
favorecedores, presentando clinica de crisis
vasooclusiva mas que de anemia hemolitica.

2. Anemia falciforme o drepanocitosis en portadores
homocigotos de HbS (HbSS): los sintomas clinicos
dependen de la edad del paciente, pues en el
periodo neonatal la HbS no produce sintomatologia.
Debido a la compensacion que ejerce la HbF; en los
primeros afios de vida (1-4 afios), la hemdlisis es
moderada o intensa, junto con hiperesplenismo por
secuestro eritrocitario, que puede complicarse con
autoesplenectomia por infartos esplénicos de
repeticion, y a partir de los cuatro afios (fase de
expresividad aguda) el cuadro anémico se agrava y
las crisis vasooclusivas se hacen frecuentes, en
relacion con factores desencadenantes.

Tratamiento: La hidroxiurea produce un aumento de
la HbF, impidiendo la formacion de polimeros de
HbS, y previene la aparicion de crisis vasooclusivas.

Hemoglobinopatia C

Se produce por la sustitucion del &cido glutdmico de
la posicion 6 por lisina en la cadena B. Es
practicamente exclusiva de la raza negra,
correspondiendo los pocos casos descritos en
Espafia a las regiones de Andalucia y Extremadura.
Al igual que la HbS, se acompafia de la alteracion de
la carga eléctrica superficial del eritrocito y de la
disminucion de su solubilidad, por lo que la Hb tiende
a cristalizarse, sobre todo ante determinadas
situaciones predisponentes, como la hipoxia. Su
expresividad clinica es variable y depende de la
alteracion genética subyacente.

1. HbC heterocigota (HbAC),
sintomas.

gue no presenta

2. HbC homocigota (HbCC), la clinica varia desde
los individuos asintomaticos a los que presentan
anemia moderada normocitica e hipercromica, con
reticulocitosis leve. En el frotis se observan cristales
intraeritrocitarios de HbC, en forma de linea gruesa,
asi como dianocitos.

Figura 11. Cristal de Hemoglobina C. Elaboracion propia.
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Hemoglobinopatias inestables

Conjunto de patologias caracterizado por la
alteracion de un aminodcido de las cadenas
globinicas que condiciona la disminucion de la
solubilidad de la Hb, dando lugar a su precipitacion y
desnaturalizacion, con la aparicion de cuerpos de
inclusién intraeritrocitarios o cuerpos de Heinz. La
mas frecuente es la Hb KdIn. Existe la Hb Madrid.

Hemoglobinopatias con alteracion de la afinidad por
el oxigeno

Se producen como consecuencia de la sustitucion de
un aminodacido en el punto de contacto entre las
cadenas alfa y beta, donde se regula la fijacion
reversible del oxigeno molecular y se mantiene el
equilibrio oxi-Hb/desoxi-Hb.

Hemoglobinopatia M

Se caracteriza por la presencia de hierro en estado
férrico en dos de los cuatro grupos hemo, por
mutacién tanto de las cadenas alfa como de las beta,
dando lugar a un estado de oxigenacién parcial
continuo de la Hb.

Anemias hemoliticas adquiridas de origen
inmune

Se debe a la destruccion de los eritrocitos por accion de
componentes plasmaticos relacionados con el sistema

inmune: inmunoglobulinas, complemento o farmacos
inmundgenos.
Pueden clasificarse en cinco grupos:

1. Anemia hemolitica autoinmune (AHAI).

2. Reaccion hemolitica postransfusional.

3. Enfermedad hemolitica del recién nacido.

4. Anemia hemolitica inmunomedicamentosa.

5. HPN.

- Anemia hemolitica autoinmune (AHAI)

En la AHAI la hemdlisis se produce por la presencia de

autoanticuerpos dirigidos contra

los antigenos de la

membrana eritrocitaria de los propios hematies.

TABLA1
Tipos de anemia hemolitica autoinmune
AHAI por AC AHAI por AF HPF

Isatipo de anticuerpo 1gG, raramente IgA, IgM  1gM lgG
Test de antiglobulina 196G, raramente C3 C3 c3
directa
Especificidad antigénica ~ Maltiple, principalmente ¥/l P

Rh
Tipo de hemolisis Extravascular Extravascular Intravascular

Enfermedades asociadas

Procesos Virus Virus
linfoproliferativos Neoplasias Sifilis
y autoinmunes

AC: anticuerpos calientes; AF: anticuerpos frios; AHAI: anemia hemolitica autoinmune; HPF:

hemo

globinuria paroxistica a frigore; Ig: inmunoglobulina.

Modificada de Melody J, et al’.

Figura 12. Tipos de anemia hemolitica autoinmune.

Tomado de: Montes Gaisan C, 2012.
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- Reaccion hemolitica postransfusional.

Las reacciones hemoliticas postransfusionales estan
producidas por anticuerpos del receptor dirigidos contra
antigenos de la membrana eritrocitaria de un donante no
compatible.

Inmediata: Es la complicacion mas grave. Se produce por
anticuerpos preformados, y por tanto practicamente
exclusiva de la incompatibilidad ABO. Cursa con hemdlisis
intravascular masiva, shock, insuficiencia renal y coagulacion
intravenosa diseminada (CID).

Retardada: Se produce en individuos inmunizados por una
transfusion o embarazo previos al recibir una nueva
transfusion. El titulo de anticuerpos es muy bajo y no se
detecta en las pruebas pretransfusionales. En la mayoria de
los casos la hemdlisis es lenta y pasa inadvertida.

- Enfermedad hemolitica del recién nacido.

Esta producida por anticuerpos maternos de naturaleza IgG
dirigidos contra antigenos presentes en la membrana
eritrocitaria fetal de origen paterno.

Para que la madre desarrolle dichos anticuerpos debe haber
sido previamente inmunizada (excepto en la incompatibilidad
ABO) por transfusiones previas o durante embarazos
anteriores. Los anticuerpos anti-D han sido los implicados
mas frecuentemente en la EHRN, pero no son los Unicos:
anti-C, anti-E y anti-K también pueden provocar EHRN.

- Anemia hemolitica inmunomedicamentosa.

Es una causa poco frecuente de anemia hemolitica, y se ha
asociado a farmacos empleados comUnmente como la
penicilina o la alfa-metil dopa.

- Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN)

La HPN es un trastorno clonal no maligno, adquirido de la
célula madre pluripotente de la hematopoyesis. Origina una
clona de células que adquieren una mutacién somética en el
gen PIG-A que condiciona la carencia total o parcial de la
expresion de proteinas ancladas a la membrana del hematie.
Es una enfermedad poco frecuente, con una prevalencia de
7,8-15,9 casos por millén de habitantes al afio.

La clinica de HPN se basa en anemia hemolitica
intravascular asociada a trombosis. Se produce un sindrome
hemolitico crénico que puede permanecer estable largos
periodos de tiempo o bien presentar crisis de agudizacion
paroxistica. Las crisis pueden aparecer durante la noche o
tras situaciones desencadenantes como ingesta alcohdlica,
esfuerzos fisicos, infecciones, intervenciones quirdrgicas,
vacunaciones, menstruacion o ingesta de farmacos.

La hemoglobinuria es un fendmeno constante en la HPN;
evidente durante las crisis pero también presente en las
formas cronicas, puede demostrarse a través de la presencia
de hemosiderinuria en las células de descamacion epitelial
del sedimento urinario.

Tradicionalmente, el diagnoéstico se realizaba mediante una
prueba de hemdlisis en medio acido o prueba de Ham y la
prueba de la sacarosa. Actualmente estas técnicas estan en
desuso por su complejidad y escasa sensibilidad. El
diagnostico de certeza se realiza mediante citometria de
flujo.

Recientemente se ha aprobado el tratamiento de la HPN con
eculizumab, anticuerpo IgG humanizado contra la fraccion
C5 del complemento.

e Anemias hemoliticas adquiridas de origen no
inmune

Se distingue de la anemia hemolitica de origen inmune
principalmente por la negatividad del coombs directo. Puede
clasificarse en:

1. Hemodlisis mecanica: PTT, SHU
2. Hemodlisis toxica:
a. Farmacos (Sulfonamidas,
Nitrofurantoina)
b. No farmacos: Nitratos, Paraquat, O2 a
altas dosis, H20 parenteral
c. Otros: Plomo, Arsénico, Veneno de
serpientes
3. Hemdlisis por agentes infecciosos: E. coli 0157,
Bartonella, Plasmodium, Babesia, Leishmania
4. Hiperesplenismo.

Salicilatos,

- Pdrpura Trombocitopénica Trombotica (PTT)

Es una microangiopatia trombotica generalizada que afecta
al endotelio de arteriolas y capilares de numerosos 6rganos
vitales, produciendo una suboclusién de las mismas con una
baja incidencia de presentacion que suele afectar a adultos
jovenes y predomina en el sexo femenino.

Existen dos formas de presentacion: familiar e idiopética. La
forma familiar o congénita es debida a mutaciones en
ADAMTS 13. En las formas adquiridas idiopéaticas la
deficiencia de ADAMTS 13 es muy variable, y se ha asociado
a la presencia de anticuerpos inhibidores tipo 1gG o IgM.

Se observan datos comunes de anemia hemolitica
intravascular, trombopenia marcada y en el examen del frotis
de sangre periférica es caracteristico encontrar abundantes
esquistocitos. La PAD es negativa. Los estudios de
coagulacioén de rutina suelen ser normales, excepto aumento
de dimero D y productos de degradacion del fibrinbgeno
(PDF).

- Sindrome Hemolitico Urémico (SHU)

Es una enfermedad grave, propia de la edad infantil. Se trata
de la causa mas frecuente en pediatria de insuficiencia renal
aguda en el medio extrahospitalario. Se caracteriza por la
triada de anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. En mas del 75%
de los casos aparece después de una infeccion, casi siempre
por Escherichia coli, serotipo O157:H7. En el frotis de sangre
periférica encontraremos un ndmero variable de
esquistocitos.

ERITROCITOSIS

Se define la policitemia o eritrocitosis como el aumento de la
masa eritrocitaria. Se debe iniciar el diagnéstico diferencial
ante cualquier paciente que presente hemoglobina o
hematocrito elevado.
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Si la masa eritrocitaria esta elevada debemos proseguir el

estudio cuantificando inicialmente los niveles de
eritropoyetina (EPO):
- Disminuidos: Si se encuentran disminuidos

probablemente nos encontremos ante una policitemia
vera. Para confirmarlo debemos realizar una biopsia de
médula dsea, donde encontraremos hiperplasia global,

Policitemia vera
- Leucocitosis
- Prurito acudgeno - Esplenomegalia

EPO normal

T Masa eritrocitica
Vardn > 60% Hcto
Mujer > 56% Hcto

Secrecion

inadecuada

1 Volumen plasmético

J Masa eritrocitica

T Afinidad 0,

y se determinara la mutacion V617/JAK2, que se
presenta hasta en el 95% de las policitemias vera
(aunque no es especifica)

Elevados: Si estan elevados debemos plantearnos si
este aumento en la concentracion de EPO se debe auna
produccion excesiva secundaria a hipoxia, o0 a una
secrecion inadecuada.

- Trombocitosis

5ipnrplasia global en MO

Neumopatias
Shunt D-1

) 8at 0, Altitud - mal de montafa

Obesidad - Pickwick
Apnea del suefio

Hipernefroma

Hepatocarcinoma

Hemangioma
{cerebeloso)

Malignas

MNeoplasias

Leiomiomas uterinos
Feocromocitomas
Meningiomas

Benignas

Otras Poliguistosis

Deshidratacion
Ouemaduras

Disminucion complianza venosa - Sindrome de Gaishéck

Figura 13. Algoritmo de diagndstico de poliglobulia. Tomado de: Montes Gaisan C, 2012.
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INTRODUCCION

La deteccion de bacteriemia y fungemia constituye una de
las prioridades del Servicio de Microbiologia, dada la
importancia diagndstica y pronéstica. Son procesos
vinculados a una mortalidad elevada, pudiendo presentarse
entre el 10 y el 30% en funcién del tipo de paciente, el origen
y el manejo inicial. La gravedad de esto requiere de la
administracion rapida de un tratamiento antibiético empirico
en funcion de los datos clinicos y de la epidemiologia local
de la resistencia antibiética. Pero el porcentaje de
tratamientos inadecuados ronda el 25-30%, lo que resulta
verdaderamente importante en pacientes con enfermedades
de base, procesos graves o centros con elevadas tasas de
microorganismos multirresistentes.

e Bacteriemiay fungemia:

Se entiende que la bacteriemia como la presencia de
bacterias en la sangre, que se pone de manifiesto por el
aislamiento de las mismas en los hemocultivos. El origen
puede ser diverso, como se describira posteriormente.

La fungemia es la presencia de hongos en la sangre,
generalmente de levaduras del género Candida spp. y que
frecuentemente tienen su origen en la infeccion de catéteres.

Ambas infecciones se producen cuando los microrganismos
invaden el torrente sanguineo y se multiplican a un ritmo que
supera la capacidad del sistema reticuloendotelial para
eliminarlos. La invasion puede producirse desde un foco
infeccioso extravascular (capilares sanguineos o de vasos
linfaticos) o desde un foco intravascular (endocarditis,
infeccion de catéteres intravenosos o arteriales).

La clasificacion de la bacteriemia y fungemia es variable
atendiendo a:

- El momento de aparicion:

1. Nosocomiales

2. Comunitarias

3. Asociadas a los cuidados sanitarios
- El origen:

1. Primarias o de origen desconocido

2. Secundarias a una infeccion localizada
- El patron clinico:

1. Transitorias: son las mas frecuentes y aparecen al
inicio de algunas infecciones bacterianas locales
como neumonia, meningitis e infecciones urinarias
complicadas, o en procedimientos en contacto con
mucosas contaminadas.

2. Intermitentes: recurrencias periédicas por el mismo
microorganismo y se traducen en la presencia de una
infeccion localizada en espacios cerrados no
drenados, como serian los abscesos
intraabdominales.

3. Persistentes: suelen acompafiar a una endocarditis u
otras infecciones endovasculares (tromboflebitis
supurada o la originada en un catéter intravascular
infectado).

e Sepsish

Disfuncién organica grave que amenaza la vida de un
paciente, causada por la respuesta andmala del individuo
frente a la infeccion.

Ya que supone la principal causa infecciosa de muerte y
puede afectar a méas de 50.000 pacientes al afio en nuestro
pais, pudiendo fallecer mas de una tercera parte, se vio
necesaria la creacion de un cédigo sepsis. El objetivo es la
deteccion precoz junto con la aplicacion de medidas para la
monitorizacién y tratamiento de estos pacientes. Se activa en
pacientes con signos de disfuncion organica y sospecha
clinica de infeccion. El codigo sepsis Incluye:

- Elreconocimiento precoz de sepsis mediante el sistema
quick-SOFA para el diagnostico de sepsis y la escala
SOFA para la cuantificacion de la disfuncion de 6rganos.

- Evaluacion sistémica de la funcion de dérganos
(cardiovascular, neurolégico, respiratorio, renal,
hepatico y coagulacién) mediante:

1. Valoracién de las constantes vitales, diuresis y nivel
de conciencia.

2. Pruebas de laboratorio denominadas “perfil de sepsis”
que incluyen:

- Biomarcadores: sobre todo Procalcitonina (PCT), en
su defecto Proteina C reactiva (PCR). Fuera del
codigo sepsis hay descritos otros como la
determinacion de interleucinas (IL-6, IL-8) o la
region medial de la  proadrenomedulina
(MRproADM).

- Hemograma, junto con el valor del ancho de
distribucién de los monocitos (Monocyte Distribution
Width, MDW) como marcador precoz de sepsis,
ademas de coagulacion, creatinina, urea, iones,
bilirrubina total y directa.

- Lactato.
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- Gasometria arterial en caso de compromiso
respiratorio, con frecuencia respiratoria alta, disnea
o0 saturacion arterial de oxigeno baja.

- Obtencion de hemocultivos, en 2 extracciones
obtenidas de venopunciones independientes y
consecutivas, idealmente antes del inicio del
tratamiento antimicrobiano, junto con la recogida de
otras muestras clinicas representativas del probable
foco de infeccién.

e Generalidades del diagnéstico microbiolégico:

En relacién al diagndstico microbiol6gico, hay que tener en
cuenta que durante un episodio de bacteriemia los
microorganismos presentes en la sangre estan es escasa
cantidad. Suele oscilar entre 10 y 104 UFC/mL, pudiendo
incluso ser inferior a 0,1 UFC/mL hasta en un 20% de los
casos.

Esto hace que unicamente las técnicas muy sensibles
puedan aplicarse en el diagnéstico rapido y no pueda
utilizarse por ejemplo un examen directo de la sangre
mediante tinciones.

Asi el hemocultivo continda siendo el principal método
diagndstico para determinar la etiologia de la bacteriemia.
Ademas, es el unico método que permite el aislamiento del
microorganismo viable, necesario para determinar su
sensibilidad antibiotica.

CARACTERISTICAS CLINICAS Y ETIOLOGIA
e Bacteriemiay fungemia

La bacteriemia y la fungemia de modo general, se presenta
a cualquier edad, pero estan especialmente predispuestos a
sufrir estos procesos pacientes con enfermedades de base
graves y los que estan sometidos a maniobras que causan
alteraciones de los mecanismos generales y locales de
defensa frente a infecciones.

Las manifestaciones clinicas son variadas, pueden ir desde:

- Cuadros inaparentes, por un paso puntual a sangre de
baja carga microbiana que el sistema inmune es capaz
de atacar.

- Ya mas relacionado con sepsis aparece la fiebre,
tiritona, taquicardia, taquipnea o hiperventilacion,
hipertensidn, alteracion del estado mental. En ancianos
pueden aparecer sintomas inespecificos? (letargia,
confusién, caidas, incontinencia, dolor abdominal,
vomitos) que son dificiles de vincular.

- Shock séptico caracterizado por la presencia de fracaso
multiorganico.

Los focos més frecuentes de bacteriemia son el tracto
genitourinario, heridas quirdrgicas, tracto gastrointestinal y
catéteres intravasculares. Relacionado con la fungemia, el
foco principal es el catéter. Sin embargo, en un 25% de los
casos el foco originario no se llega a conocer

El diagndstico definitivo se establece cuando se aisla el
microorganismo causal en la sangre mediante cultivo. Los
microorganismos mas frecuentemente implicados en una
bacteriemia general son:
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- Bacteriemia en el adulto:

1. Gram positivos: Staphylococcus spp., Streptococcus
spp., Enterococcus spp.

2. Gram negativos: Los bacilos del orden
Enterobacterales y otros bacilos gram negativos no
fermentadores.

- Fungemia: principalmente Candida albicans ha sido la
levadura que mas frecuentemente ha sido aislada, pero
en los Ultimos afios ha ido aumentando la aparicion de
fungemias por otras especies como C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei.

- La bacteriemia en el nifio ha ido sufriendo variaciones
por la epidemiologia local, por la politica antibiética y
también por los programas de vacunacién y los
microorganismos emergentes:

1. Durante el primer mes de vida, se asocia a bacterias
de transmision vertical: Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes.

2. Posteriormente, por adquisicion  comunitaria
aparecen los patégenos Streptococcus pneumoniae,
Enterobacterales, Staphylococcus aureus y Neisseria
meningitidis. Con sospecha de artritis, hay que tener
en cuenta a Kingella kingae.

3. Los nifios hospitalizados que frecuentemente portan
catéteres intravasculares, es sencillo que desarrollen
bacteriemia con origen en el catéter, encontrandose
como causante estafilococos coagulasa negativa.

4. En inmunodeprimidos hay que considerar también a
Pseudomonas aeruginosa y Candida spp.

Aunque esto ha sido una vision general, hay dos entidades
particulares de la bacteriemia, la asociada a catéter y la
endocarditis infecciosa, con una etiologia y caracteristicas
definidas.

e Bacteriemia/fungemia asociada a catéter:

En pacientes hospitalizados es frecuente la presencia de
catéteres vasculares, normalmente colocados en venas
periféricas que supone poco riesgo ya que el periodo de
utilizacion es corto. En aquellos pacientes donde los
catéteres se colocan en venas centrales o en arterias si que
hay un riesgo elevado de complicaciones infecciosas locales
0 sistémicas.

Estos dispositivos se asocian con casi el 50% de las
bacteriemias hospitalarias siendo la prevalencia publicada en
2016 por el EPINE (Estudio de prevalencia de la Infeccién
Nosocomial en Espafa) de 1,18 episodios por cada 100
enfermos.

La infeccion puede no presentar signos locales y con
frecuencia el punto de insercion parece normal. Por esta
razén, ante una bacteriemia sin otro foco evidente se debe
considerar al catéter como principal responsable.

Las infecciones son normalmente causadas por
estafilococos coagulasa negativa (generalmente S.
epidermidis). Con menor frecuencia pueden serlo S. aureus,
Enterococcus spp. y algunas especies de bacilos gram
negativos o levaduras del género Candida.
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e Endocarditis infecciosa (El)

Es una enfermedad multiorganica grave que se asocia con
elevada mortalidad, en un 25% de los casos. La incidencia
espafiola ha sido estimada en 3,5 casos por cada 100.000
habitantes.

Se produce cuando los microorganismos, principalmente
bacterias, infectan la superficie del endocardio. Afecta
fundamentalmente a valvulas cardiacas, naturales o
protésicas, pudiendo también afectar a dispositivos
intracardiacos como desfibriladores o marcapasos. De este
modo, el ser portador de material protésico intracardiaco es
uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo
de EL

Se trata de un proceso complejo que involucra el dafio tisular
del endotelio cardiaco, junto con la virulencia del
microorganismo y la inmunidad del paciente.

La patogenia de la enfermedad se asocia con una alteracion
previa de la superficie valvular que es colonizada por
microorganismos tras una bacteriemia. Conforme los
microorganismos proliferan, se va generando un dafio del
tejido valvular y la formacién de una vegetacién o verruga. La
infeccion de la region cardiaca genera una bacteriemia
continua de bajo grado, que puede producir infecciones a
distancia, lo que se denomina metastasis infecciosas. De
esta manera llega a afectar a otros 6rganos como cerebro,
bazo, vértebras, ojos, etc.

Se puede manifestar de forma aguda o subaguda y afectar a
vélvulas naturales o protésicas. En el caso de que afecte a
vélvulas protésicas puede ser precoz (antes de los 12 meses
de la cirugia de implantacién) o tardia (después de los 12
meses de la implantacién). Esto es importante para valorar
la etiopatogenia de la enfermedad, relacionada con el
mecanismo de adquisicién, durante la cirugia de recambio
vélvulas o por una bacteriemia posterior.

En cuanto a la etiologia, es muy variable y dependiente de
varios factores, bien relacionados con el paciente (area
geografica, nivel socioeconémico, edad, enfermedades de
base, origen nosocomial 0 comunitario, etc.), con el tipo de
vélvula afectada, presencia de material protésico o uso de
catéteres permanentes.

- Hasta un 80% de los casos estdn causados por
bacterias gram positivas de los géneros Streptococcus
spp. y Staphylococcus spp.

1. Enlas dltimas décadas ha habido un descenso de los
casos de Streptococcus spp. del grupo viridans y un
aumento de Staphylococcus spp. tanto de S. aureus
(patbgeno mas frecuente actualmente) como
estafilococos coagulasa negativa. Esto esta asociado
al incremento del nimero de pacientes portadores de
material protésico intracardiaco y mayor uso de
catéteres.

2. La proporcién de casos por Enterococcus spp. y el
grupo Streptococcus bovis también esta en aumento.
Se cree que se debe al incremente de edad de los
pacientes y a la presencia de patologia intestinal
subyacente.

- En un 5% de los casos se encuentran bacterias gram
negativas:

1. En su mayoria del grupo HACEK: Haemophilus spp.,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens vy
Kingella kingae.

2. Enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa en raras
ocasiones

3. El por Brucella spp. actualmente es muy infrecuente.

- En un 1,5% de los casos se encuentran bacterias
dificiles de cultivar y que se vinculan a hemocultivos
negativos: Coxiella burnetii, Tropheryma whipplei,
Bartonella hensalae y Bartonella quintana. Su
diagnostico depende en gran medida del empleo de
métodos microbiolégicos no basados en el cultivo,
fundamentalmente serologia y métodos moleculares.

- Enun 1% de los casos se aislan bacterias anaerobias.

- En un 25% levaduras generalmente del género
Candida.

- La polimicrobiana es poco frecuente, un 1,5% de los
casos.

- Otros microorganismos: micobacterias no tuberculosas
(Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes y
Propionibacterium acnes) en casos puntuales y muy
raramente infecciones asociadas a Chlamydia spp.,
Legionella spp. o Mycoplasma spp.

HEMOCULTIVOS
e Indicaciones:

Aunque no hay una recomendacién universal sobre las
indicaciones de la toma de hemocultivos, generalmente se
aconseja su extraccion ante la presencia de:

- Escalofrios y fiebre, con temperatura corporal igual o
superior a 38°C.

- Hipotermia en neonatos o ancianos, o bien cuando haya
decaimiento subito, ya que estas poblaciones pueden no
presentar signos y sintomas tipicos.

- Casos de leucopenia, leucocitosis o trombopenia no
relacionada con procesos hematolégicos.

- Cuando haya signos de sepsis o de infeccion focal en
pacientes susceptibles de padecer meningitis,
osteomielitis, pielonefritis, infeccidon intraabdominal,
artritis, infecciones graves de la piel y tejidos blandos o
neumonia.

- Sospecha de endocarditis.

El cultivo de la sangre debe complementarse con muestras
de otras localizaciones donde se sospecha del origen para
determinar el foco del proceso.

e Frascos empleados:

Distintas empresas disefian diferentes frascos con
especificaciones concretas, pero en general los frascos se
disefian para aislamiento de bacterias aerobias/anaerobias
facultativas y para anaerobios facultativos/estrictos. También
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se han optimizado para pequefios volumenes, necesarios en
pediatria, y se han generado otros selectivos para
micobacterias (medio Middlebrrok 7H9) u hongos, para
casos mas especificos.

Se ha ido reemplazando los frascos de vidrio por plastico
para evitar accidentes en caso de rotura. Todos frascos en
general contienen medios de cultivos enriquecidos con
diferentes nutrientes que utilizan como anticoagulante el SPS
(polianetol sulfonato de sodio). Este ademas neutraliza la
actividad bactericida del suero e inhibe la accion de ciertos
antibiéticos, como aminoglucésidos y polimixinas.

Ademas, incluyen particulas de carbdon o resinas que
neutralizan el efecto de antibiéticos. Las resinas también son
capaces de neutralizar los componentes de la cascada del
complemento de la sangre. Algunos medios de crecimiento
incorporan agentes liticos que favorecen la recuperacion de
microorganismos incluidos en el interior de fagocitos.

A la hora de la extraccién de las muestras, hay que tener en
cuenta diversos aspectos:

- Extraccion de las muestras:

Es importante una buena técnica y formaciéon del personal
para que la toma de la muestra permita obtener y diferenciar
el microorganismo implicado. Ademéas de evitar las
contaminaciones, que no deben suponer mas de un 3% de
los hemocultivos procesados.

- Tipo de extraccion:

Venopuncion (extraccion periférica). Solo se realizan
extracciones de catéter cuando haya sospecha de infeccion
en el mismo, que ademas debe ir acompafiada de una
muestra periférica. Si ademas llega a retirarse el catéter,
debe enviarse para cultivo junto con los hemocultivos dentro
de los 30 minutos siguientes a la extraccion del mismo.

- Momento de extraccion:

En el caso de una infeccion aguda debe coincidir con el
momento que existan mayor nimero de bacterias viables en
sangre. Esto se sabe que es el momento que precede a la
aparicion de la fiebre, por lo que se recomienda extraer
cuando haya escalofrios (preceden al pico febril y aparece a
la hora de haber entrado el microorganismo en el torrente
sanguineo). En el caso de endocarditis, como la bacteriemia
que se produce suele ser continua, de bajo grado, persistente
y no siempre esti asociado a picos febriles, la toma de las
muestras no tiene por qué coincidir con la fiebre.

Ademas, debe realizarse antes de iniciar la administraciéon
del tratamiento antibiético y si no es posible, cuando el
antibiético esté en concentracion valle, es decir antes de la
siguiente dosis.

- Volumen de sangre:

Es el factor mas importante para aumentar el rendimiento
diagnostico. Donde es importante tener en cuenta la dilucion
de la sangre en el medio de cultivo para neutralizar las
propiedades bactericidas sanguineas y el posible tratamiento
antimicrobiano. El volumen de sangre si que es muy
importante en el caso de la endocarditis, por ser bacteriemia
de bajo grado, siendo idealmente 10mL por frasco en adultos
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en al menos tres parejas de frascos. El volumen requerido
esta relacionado con el peso del paciente:

1. Nifios pequefios, requieren entre 1 y 5mL (dilucion 1:5)
inoculados en un solo frasco aerobio.

2. Niflos mayores y adultos, entre 10-20mL (dilucién 1:10)
repartidos en dos frascos, uno aerobio y otro anaerobio.

- Numero de hemocultivos:

La posibilidad de recuperar el agente causal aumenta con el
namero de hemocultivos extraidos: 60-80% en el primer
hemocultivo, 80-90% con dos hemocultivos y 95-99%
afiadiendo el tercer hemocultivo.

1. Adultos: dos o tres frascos en sepsis aguda o en
infecciones a distancia, y tres o cuatro si hay sospecha
de endocarditis, infeccion de dispositivos protésicos o
infeccion de catéter, ya que es dificil diferenciar entre
contaminacion e infeccién verdadera.

2. Nifios: un hemocultivo aerobio, ya que diversos estudios
han demostrado que el riesgo de la poblacién pediatrica
de desarrollar bacteriemia por anaerobios es mucho
menor que en la poblacion adulta.

- Intervalo de tiempo entre cada extraccion:

No hay una recomendacion universal, pero se recomienda
que estén separadas entre 10-30 minutos. En casos de
extrema urgencia o para no retrasar el tratamiento antibiético
pueden extraerse los hemocultivos simultaneamente en
extremidades diferentes.

- Metodologia a seguir:

En todos los hospitales existen protocolos de la metodologia
a seguir para la toma de la muestra, siendo fundamental:

1. Utilizacién de guantes y mascarilla

2. Limpieza con clorhexidina de los tapones de los viales y
de la piel del paciente. No tocar la piel del paciente con
la mano.

3. Inoculacion primero del frasco anaerobio evitando la
entrada de aire y pinchando el tapén de forma
perpendicular. Inocular posteriormente el frasco aerobio
y el resto de tubos (bioquimica, coagulacion etc.)

4. Agitar suavemente los frascos y lavar los tapones de
nuevo.

5. Transporte de forma urgente al laboratorio, y si no fuera
posible, mantener a temperatura ambiente.

e Transporte, recepcion y conservacion:

Las muestras deben enviarse rapidamente al laboratorio
conservandose en todo momento a temperatura ambiente.
Las guias del CLSI recomiendan que se introduzcan en el
incubador en menos de 2 horas desde su extraccion, ya que
se notifica una disminucion de la recuperacion de patdégenos
si se mantienen mucho tiempo a temperatura ambiente.

Nunca se deben introducir en estufa o en nevera. Si se
incuban previamente en estufa podria ocasionar que cuando
el frasco se introduzca en el incubador ya haya llegado a la
fase de crecimiento estacionaria y no se detecte como
positivo. Por otro lado, si se mantienen en nevera, se genera
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un retraso en el crecimiento bacteriano y esto afecta a la
viabilidad de los microorganismos.

Dada la importancia del diagndstico, generalmente no se
rechaza ningin hemocultivo salvo que haya dudas en la
identificacion de las muestras.

e Procesamiento de hemocultivos:

Hace unas décadas, los hemocultivos se procesaban de
manera manual y se utilizaban frascos con medio bifasico de
Ruiz Castafieda. Actualmente se utilizan sistemas
automatizados de lectura continua que han demostrado
mayor eficiencia.

Estos sistemas de incubacion automatizados son diferentes
segln la casa comercial. Todos tienen en comuln que
mantienen una temperatura de unos 36°C +/-1°C, presentan
una serie de celdas individuales con agitacion continua que
promueve la multiplicacion bacteriana y realizan una
monitorizacién periddica para la deteccion de frascos
positivos. Los modelos mas avanzados son:

- Sistema BD BACTECTM FX:

Detecta el crecimiento bacteriano mediante un sensor
fluorimétrico de gases integrado en el vial del hemocultivo.
Se mide el nivel de fluorescencia emitido por cada vial, que
se corresponde con la cantidad de CO: liberado por el
microorganismo.

- Sistema BacT/Alert® VIRTUOTM?3

Se basa en tecnologia colorimétrica. Los Sensores de
Emulsion de Liquidos (SEL) especializados en la parte
inferior de cada frasco de cultivo cambian visiblemente de
color cuando cambia el pH debido al aumento de COz,
conforme es producido por los microorganismos.

Los equipos miden los cambios de color cada diez minutos y
analizan esos cambios. Como caracteristicas a destacar:

1. Presenta carga automatizada, activada por movimiento
y mediante una cinta transportadora se introducen y
extraen los frascos en el sistema. El area de carga
permite incluir hasta 40 frascos a la vez.

2. Elequipo es modular y cada modulo tiene una capacidad
de 432 celdas, por lo que es la cantidad de frascos que
puede tener cargados a la vez.

3. Presenta una tecnologia de escaneado en 360°.
Reconoce el frasco y las etiquetas, percibe el nivel de
llenado y permite la trazabilidad. Ademas, presenta un
sistema de alerta para detectar la existencia de un
defecto o exceso de volumen de sangre inoculada.

4. Los sofisticados algoritmos, incluyendo un dnico
algoritmo “umbral”, garantizan la detecciéon precoz de
microorganismos.

5. Los frascos positivos emiten una alerta y permiten la
descarga bajo demanda o automatizada. Los frascos
negativos los descarta automaticamente en la bandeja
extraible de residuos.

Durante el procesamiento de hemocultivos para el
aislamiento de bacterias habituales, los principales factores

que pueden afectar a la positividad de los frascos de
hemocultivos son:

- Volumen de sangre inoculado.

- Administracion de antimicrobianos previo a la extraccion
de la muestra.

- Atmosfera de incubacion escogida.
- Retraso de la incubacion.
- Duracion de la incubacion.

El 85-90% de los hemocultivos son positivos en menos de
48h, salvo en casos de fungemias o bacteriemias causadas
por bacterias de crecimiento lento.

De este modo, los frascos se incuban 5 dias hasta
informarlos definitvamente como negativos y que se
descarte el frasco del analizador. Con este tiempo se pueden
recuperar la mayoria de microorganismos, incluso algunos
de crecimiento algo més lento. Este tiempo debe ser
prolongado en caso de sospecha de endocarditis (se
recomienda prolongar hasta 14 dias si es negativo), ya que
puede estar causada por bacterias de crecimiento lento o
exigente como las del grupo HACEK, Brucella spp.,
Abiotrophia spp., etc. O también cuando se sospecha de la
presencia de hongos, micobacterias, Legionella spp.,
Bartonella spp. o Nocardia spp. Pero cuando se incrementa
el tiempo de incubacion hay que tener en cuenta que también
se aumenta la posibilidad de recuperar contaminantes.

Hay bacterias cuyo aislamiento conlleva unos requerimientos
especiales, donde si hay una alta sospecha clinica de
infeccion por estos patdégenos se pueden realizar unas
actuaciones particulares para su aislamiento:

- Brucelosis.

- Tularemia.

- Leptospira spp.

- Bartonella spp.

- Legionella spp.

- Bacterias deficientes en pared.

- Campylobacter spp. y Helicobacter spp.
- Tropheryma whipplei.

- Ricketssia spp.

- CGP con requerimientos nutricionales especiales.
- Treponema pallidum.

- Micobacterias.

En el caso de los hongos, el procesamiento de los
hemocultivos presenta algunas particularidades. Las
levaduras del género Candida son responsables de la
mayoria de las fungemias. Clasicamente C. albicans era la
especie con mayor relevancia clinica, pero estan
apareciendo con mayor frecuencia otras especies del
género.

Aunque las levaduras pueden crecer bien en los frascos de
hemocultivos, Unicamente la mitad de las veces que se
sospecha de la patologia la prueba es positiva. Esto es
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debido a que los monocitos y otras células del sistema
inmune lisan las células fungicas; puede haber un inéculo
muy bajo; o puede tratarse de fungemias transitorias o
intermitentes. La sensibilidad de la técnica se incrementa
mucho con el volumen de sangre inoculado. Algunos autores
proponen una extraccion extra de un frasco especifico para
hongos ya que se ha demostrado que mejora notablemente
el porcentaje de recuperacion, especialmente de C. glabrata.

La mayoria de los hongos se aislan en los tres primeros dias
de incubacién, sin embargo C. glabrata y Cryptococccus
neoformans presentan un crecimiento mas lento. Se
aconseja aumentar el tiempo de incubacion de los frascos si
tras 5 dias permanecen negativos y hay alta sospecha clinica
de fungemia.

Las levaduras tienen una temperatura de crecimiento éptimo
de 37°C, pero los hongos filamentosos crecen mejor a
temperaturas mas bajas (27-30°C). De este modo, sumando
a que hay pocas células fangicas en sangre en invasiones
por hongos filamentosos, la recuperacion en frascos
aerobios en cultivo convencional es muy complicada.
Ademas, resulta cuestionable su implicacion en la clinica
cuando se aislan ya que pueden suponer una contaminacion
ambiental. Si se sospecha de infeccion por hongo dimérfico
o filamentoso es recomendable prolongar la incubacién hasta
30 dias a 22-30°C vy realizar un subcultivo antes de
descartarlo como negativo.

e Procedimiento tras hemocultivos positivos:

Los hemocultivos se deben procesar en cuanto el sistema
comunique su positividad. Es muy recomendable que se
procesen e informen durante las 24 horas del dia y todos los
dias de la semana. Cada hospital tiene su protocolo, pero
aqui se detalla el realizado en nuestro centro, donde en
primer lugar en campana se realiza:

- Extension y fijacion de sangre en portaobjetos para el
examen microscopico mediante tincion  Gram.
Observandolo al microscopio a 100x aumentos,
anotando gram positivos/negativos, morfologias y todas
las caracteristicas que puedan ayudar a orientar la
especie. Se informa el resultado que a priori se
considere bacteriemia significativa: bacilos gram
negativos, cocos gram positivos en 2 0 mas sets o
bacilos gram positivos en 2 0 mas sets.

- Primer subcultivo, inoculando 1 o 2 gotas de sangre
extraida del frasco siempre en agar sangre, agar
chocolate y agar Schaedler (para anaerobios).

Posteriormente, segun el resultado del gram se hace un
segundo cultivo también de la botella original, pero en otras
placas selectivas. En algunos centros se realiza también un
antibiograma rapido a partir de botella que podra dar
resultados de sensibilidad preliminares. Pasadas 3-4h de la
siembra del hemocultivo positivo, también es posible apreciar
un velo de crecimiento bacteriano, a partir del cual se hace
una identificacion precoz.

Las placas se incuban a 37°C y las que se siembran en agar
chocolate a 37°C y en atmoésfera con 5-10% de CO2. Se
revisan a las 24h, manteniéndolas mas tiempo si resultan
negativas para poder diferenciar bacterias de crecimiento
lento de falsas positividades.
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En funcién de los resultados obtenidos en el gram, cada
hospital establece un protocolo para el procesamiento de los
subcultivos directos de botella positiva, siendo en nuestro
centro (Figura 1):

- Bacilos gram negativos:

1. Siembra de una placa de MacConkey (MK) por cada
botella positiva.

2. Siembra de dos placas de Mueller Hinton por paciente
(por cada set positivo), donde se incluyen los siguientes
antibiogramas manuales:

- MH (2): tira de E-test de Cefotaxima y Meropenem
(en neonatos Gentamicina en lugar de Cefotaxima).
Permite el cribado de mecanismos de resistencia
que requieran vigilancia epidemioldgica (BLEE,
carbapenemasa).

- MH (2): Técnica de disco-placa para lectura rapida
(4h, 6h u 8h) poniendo discos de Piperacilina-
Tazobactam, Gentamicina, Tobramicina,
Amikacina, Meropenem, Ciprofloxacino, Cefotaxima
y Ceftazidima. La lectura se realiza a las 4h, 6h u 8h
segun el protocolo RAST validado por el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) en abril de 2022.

- Bacilos gram positivos. No se realiza ninguna prueba
mas, ya que no suele ser necesario un antibiograma
precoz. Suelen ser contaminantes, pero en caso de
aparicion en varios sets de hemocultivos se realiza
identificacion con MALDI-TOFF y se valora clinicamente
su implicacion.

- Cocos gram positivos en racimos. Siembra en un medio
de cultivo cromogénico (SAID) por set que permite
distinguir S. aureus de otras especies de estafilococos
coagulasa negativa. En esta placa se realiza el
antibiograma manual con un disco de Cefoxitina para
cribar la resistencia a meticilina por adquisicion del gen
mecA, lo cual implica resistencia a todos los
betalactamicos a excepcion de Ceftarolina y Ceftobiprol.

- Cocos gram positivos en cadenas. En la placa ya
sembrada de agar sangre se incluye un disco de
optoquina en la descarga del in6culo. Sirve para
identificar a Steptococcus pneumoniae que es sensible
y eso lo distingue de otros estreptococos o enterococos.

- Diplococos gram negativos. Se debe sospechar de la
presencia de Neisseria meningitidis o N. gonorrhoeae.
Las placas ya sembradas de agar sangre y agar
chocolate se dejan mas tiempo incubando si las placas
son negativas a las 24h.

- Levaduras. Si hay sospecha de fungemia por el gram o
por la sintomatologia del paciente, se debe incluir
ademas una placa selectiva para hongos (agar
Sauboreaud).

Con una identificacion preliminar del velo de crecimiento de
3-4h por MALDI-TOFF y con la realizacion del antibiograma
rapido de botella de hemocultivo, el servicio de Microbiologia
puede informar de unos resultados de sensibilidad
preliminares y alertar al clinico para optimizar la
antibioterapia del paciente.
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LEVADURAS

SUBCULTIVO
Aislamiento. Siempre en placas Placas selectivas segin gram:
* Agar sangre y agar chocolate v Identificacion
* Agar Schaedler (SCS) v Antibiograma preliminar
BGN BGP CGP RACIMOS CGP CADENAS DIPLOCOCOS GN
1 MK/botella

- 1 SAID/set (+Cefoxitina)
2 MH/paciente (Antibiogr.)
PR )
) TR
y Y ¢4
S .

AS sembrada (+Optoquina)

AS y CHO sembradas (>tiempo) Sauboreaud

Figura 1. Esquema del protocolo de subcultivo realizado en el Hospital 12 de Octubre tras la positividad del
hemocultivo. Elaboracién propia

La identificacion y el antibiograma completo definitivo se
realizan a las 24h de incubacién de las placas originales. Si
se sospechara de algin meacanismo de resistencia
transmisible tanto en el antibiograma preliminar como en el
definitivo, habria que desplegar las pruebas microbiolégicas
y las alertas correspondientes con el fin de que el paciente
sea vigilado y aislado para prevenir la aparicion de brotes
nosocomiales.

e Interpretacion de resultados:

Ya con la identificacion del microorganismo y el conocimiento
de su patron de resistencia antibiética, es momento de la
interpretacion de los resultados.

Una interpretacion 6ptima requiere del conocimiento de la
situacion clinica del paciente, enfermedad de base,
comorbilidades, tratamientos antimicrobianos administrados,
etc. Por lo que es imprescindible revisar la historia clinica del
paciente junto con una continua comunicacion con los
peticionarios para poder realizar una valoracion conjunta de
los casos.

Una de las cuestiones principales cuando se detecta
positividad en un hemocultivo es saber diferenciar entre
contaminacion e infeccion.

El National Healthcare Safety Network (NHSN) define
hemocultivo contaminado, es decir, falso positivo como aquel
en el que se aislan especies propias de la microbiota
comensal de la piel o propios del medio ambiente:

- Microorganismos de baja virulencia como Aerococcus,
Micrococcus o Propionibacterium (P. acnes).

- Estafilococos coagulasa negativa.
- Algunos estreptococos del grupo viridans.

- La mayoria de las especies de los géneros Bacillus o
Corynebacterium (excepto C.jeikeium).

- Otros, como Lactobacillus o Clostridium perfringens.

En todos los hospitales debe vigilarse el porcentaje de
hemocultivos contaminados y realizar actividades formativas
periddicas. Una contaminacion puede suponer la

administracion de un tratamiento innecesario, con las
complicaciones que conlleva, ademas de realizacion de
pruebas diagndsticas extra y un aumento de estancia
hospitalaria, lo que supone un aumento de costes y perjuicios
al paciente.

Segun la guia IDSA (Infectious Disease Society of America)
del 2013, la contaminacién de los hemocultivos se considera
un indicador de calidad asistencial y no debe superar el 3%
de hemocultivos totales recibidos. La tasa de contaminacion
se correlaciona inversamente con el volumen de sangre.
También se correlaciona con el lugar de la puncion, la
venopuncion periférica se asocia a menor contaminacion que
el acceso arterial o los accesos venosos centrales.

Hay varios parametros que pueden ayudar a identificar el
significado de un hemocultivo positivo cuando se sospecha
de contaminacion:

- Elnimero de extracciones positivas con respecto al total
de las efectuadas. En el caso de los nifos, es mas dificil
esta diferenciacién ya que Unicamente se les extrae un
hemocultivo, asi que se deben extremar las
precauciones de contaminacién. Ante la duda se extraen
nuevos hemocultivos para confirmacion.

-  Elsitio de toma de la muestra: catéter o puncién venosa.

- La identidad del microorganismo, que como se ha
descrito anteriormente hay especies que tienen poca
probabilidad de provocar una bacteriemia verdadera.

- El tiempo hasta la positividad y el tiempo de diferencia
de positividad entre pares recogidos en diferentes sitios.
En estafilococos coagulasa negativa: tiempo <15h indica
valor clinico y si es de =22h sugiere contaminacion.

En relacion al tiempo de positividad, en la bacteriemia
asociada a catéter se utiliza la técnica del tiempo diferencial
de positividad para valorar si el foco de la bacteriemia es el
catéter. Se trata de comparar el tiempo que tardan los
distintos frascos en dar un resultado positivo, comparando el
tiempo de los frascos extraidos en sangre periférica con los
obtenidos a través de cada luz del catéter.
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Si el foco es el catéter, el in6culo bacteriano inicial sera
mayor, por lo que alcanza la positividad antes, con una
diferencia de al menos 120 minutos respecto al obtenido en
sangre periférica.

Si se realiza correctamente alcanza una sensibilidad y una
especificidad elevadas, pero si no se realiza bien puede
llegar a conclusiones erréneas.

Este parametro esta bien validado en bacterias, pero
ocasiona mas duda en caso de infecciones por levaduras, ya
que el crecimiento es mas lento. Para Candida glabrata por
ejemplo se plantea un tiempo diferencial de 6 horas.

Ademds, si el recambio o la eliminacion del catéter son
posibles, se tiene que enviar junto con el hemocultivo el
catéter para su cultivo y asi visualizar crecimiento
microbiano, con lo que conjuntamente poder determinar su
implicacion en la bacteriemia.

CONCLUSIONES

Una de las prioridades de los servicios de Microbiologia es
un diagnodstico rapido y certero de las bacteriemias y
fungemias, para poder dar soporte a todos los pacientes que
ingresen con esta sospecha clinica.

Un diagnoéstico rapido y correcto de estos procesos
contribuye a disminuir la mortalidad que se les asocia,
ademas de mejorar la utilizacién de los antimicrobianos, que
conlleva a una disminucién de aparicion de resistencias
antibidticas, junto con una reduccién del gasto sanitario. El
hemocultivo es el principal método diagnéstico y que permite
obtener el microorganismo viable para realizar el
antibiograma.

Tras la positividad del hemocultivo deben ponerse en marcha
todas las medidas necesarias para disponer de la mayor
cantidad de informacion posible en un tiempo inferior a 6
horas. Esto es fundamental para el correcto manejo del
paciente. El volumen de sangre es el factor mas importante
para aumentar el rendimiento diagndstico del hemocultivo.
Es ademas muy importante el distinguir un verdadero
positivo de una contaminacién, donde las contaminaciones
deben suponer <3% de los hemocultivos recibidos (indicador
calidad asistencial).

Ademas, la transmision de la informacioén debe ser de forma
urgente y preferiblemente automatizada, junto con la
elaboracion de grupos de trabajo multidisciplinares con los
especialistas encargados del manejo de la patologia.

Es muy importante el procesamiento de los hemocultivos y la
informacién de resultados las 24 horas del dia y todos los
dias de la semana, para no demorar la adaptacion del
tratamiento antimicrobiano y optimizar su utilizacion.
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INTRODUCCION

El parasitismo es un tipo de asociacién biolégica en donde
uno de los organismos, llamado parasito, depende de otro,
llamado hospedador, para su supervivencia. En la mayoria
de los casos, el hospedador recibe un dafio o perjuicio por
parte del parasito en algin momento de su ciclo bioldgico,
dando lugar a la parasitosis o enfermedad parasitaria.

En la actualidad, se estd incrementando el nimero de
individuos afectados por parasitos importados, debido al
aumento de flujo de personas entre paises por la inmigracion,
el trabajo o el turismo. Concretamente, las parasitosis
importadas que mas frecuentemente afectan a la poblacion
en Espafia son, entre otras, las parasitosis intestinales, la
malaria y la enfermedad de Chagas. Por ello, es fundamental
en el campo de la microbiologia el desarrollo de estrategias
terapéuticas y de cribado que permitan controlar y prevenir
estas enfermedades infecciosas parasitarias.

Existen diversas clasificaciones de los parasitos, cada una
de ellas atendiendo a distintos criterios. Por ejemplo, se
pueden agrupar en funcion del tipo de ciclo biolégico que
presentan para su desarrollo:

e Pardsitos monoxenos: son aquellos de ciclo
bioldgico directo, es decir, el completo desarrollo del
parasito se realiza en un Unico hospedador, sin
hospedadores intermediarios.

e Pardsitos heteroxenos: son aquellos de ciclo
biologico indirecto, es decir, que presenta dos o
mas hospedadores.

e Parésitos autoheteroxenos: aquellos en cuyo
ciclo biolégico el mismo hospedador se comporta
como intermediario y definitivo, pero a distintos
niveles, por ejemplo, en érganos diferentes.

Los parasitos que afectan a los humanos y que se destacan
en el presente capitulo son los protozoos, pertenecientes al
reino Protozoa, y los helmintos, pertenecientes al reino
Metazoa (metazoos).

PROTOZOOS
e Introduccioén:

Los protozoos son organismos eucariotas unicelulares.
Presentan orgéanulos tipicos, como el nicleo o el reticulo
endoplasmatico, y una cualidad caracteristica de este tipo de
seres vivos es que presentan, a niveles generales, dos
formas de vida: la forma de resistencia, denominada quiste,
y la forma de crecimiento, denominada trofozoito.

Su transmision puede ser directa entre hospedadores o
indirecta, a través de agua y alimentos contaminados o a
través de vectores (normalmente artr6podos).

Su reproduccién puede ser asexual, ya sea por biparticién,
gemacion o esporulacion, o sexual, donde se unen gametos
haploides formando un nuevo organismo diploide.

Dentro del reino de los protozoos, se encuentran distintos
grupos de microorganismos, entre los que destacan: las
amebas, los flagelados, los ciliados y los apicomplejos o
coccidios.

e Amebas:
- Generalidades:

Las amebas son un grupo de protozoos con las siguientes
caracteristicas:

1. Ciclo bioldgico: Presentan un ciclo biolégico sencillo
con dos fases, la fase de crecimiento y con movilidad (el
trofozoito) y la de resistencia o infecciosa (el quiste).

2. Reproduccion: Se replican por fision binaria del
trofozoito.

3. Movimiento: Se desplazan mediante la emision de
pseuddpodos.

- Clasificacion:

Las amebas se pueden clasificar atendiendo a su
patogenicidad en:

1. Amebas comensales: No producen enfermedades en
humanos, como Entamoeba dispar.

2. Amebas de vida libre: Se encuentran en el suelo y
agua de piscinas y pueden ser patégenos oportunistas
en humanos, como Naegleria flowleri.

3. Amebas patdgenas: Entamoeba histolytica es la Unica
ameba intestinal reconocida como patégena para el ser
humano.

- Entamoeba histolytica:

Esta ameba es la causante de la infeccibn conocida
cominmente como amebiasis. Su infeccién es mas frecuente
en entornos de pobre saneamiento.

La infeccion por este protozoo se adquiere por la ingestion
de comida o agua contaminada con los quistes del parasito.
Tras su ingesta se liberan los trofozoitos, los cuales
colonizan el intestino grueso. Una vez alli, los trofozoitos se
multiplican y la mayoria de ellos se convierten en quistes, que
a través de las heces vuelven al medio ambiente y son
inmediatamente infecciosos, terminando asi el ciclo.
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Aproximadamente el 90% de los pacientes son
asintomaticos, pero en el otro 10% de los infectados, los
trofozoitos consiguen penetrar en la mucosa intestinal
usando proteasas y glicosidasas causando enfermedad
sintomatica. Estos sintomas en su mayoria se basan en dolor
abdominal y diarrea acuosa y sanguinolenta y, en raras
ocasiones, el individuo puede desarrollar una enfermedad
extraintestinal.

Para el diagnéstico, se pueden observar directamente los
quistes y trofozoitos bajo el microscopio. También se puede
realizar estudio serolégico en caso de enfermedad
extraintestinal y estudios moleculares, como la PCR, que
ofrecen mayor sensibilidad. Cabe destacar que una de las
especies comensales, Entamoeba dispar, es una especie no
patégena indistinguible a nivel morfoldgico de E. histolytica,
por lo que para diferenciarlas se debe recurrir a pruebas
inmunolégicas o genéticas, por ejemplo. Respecto al
tratamiento, el farmaco de eleccién es el metronidazol.

e Ciliados:
- Balantidium coli:

El Unico parasito ciliado que infecta a los seres humanos es
B. coli. Esta especie causa un cuadro que se asemeja a la
amebiasis de E. histolytica, y presenta un ciclo biolégico
también similar al de este protozoo: se ingieren los quistes a
través de agua y alimentos contaminados, los trofozoitos
colonizan el intestino grueso y finalmente los quistes
maduros e infectantes salen al exterior junto con las heces.

e Flagelados:

Los protozoos flagelados, como su propio nombre indica, son
aguellos que presentan flagelo. Se pueden clasificar en 3
grandes grupos: protozoos flagelados del tracto digestivo,
entre los que destaca Giardia lambia, del tracto urogenital,
entre los que destaca Trichomonas vaginalis y los hematico-
tisulares, entre los que destacan Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi y el género Leishmania.

- Giardia lambia:

G. lambia, G. intestinalis o G. duodenalis, es el principal
protozoo flagelado causante de infeccion en el ser humano.
Es de distribucién mundial, con mayor prevalencia en paises
en vias de desarrollo y es de transmision fecal-oral.

Su ciclo biolégico comienza al ingerirse agua o alimentos
contaminados con los quistes del parasito. El acido del
estomago favorece la rotura del quiste a nivel del duodeno, y
alli los trofozoitos se multiplicaran y se uniran a las
vellosidades del intestino delgado, dando lugar a la
caracteristica diarrea con malabsorcion de la giardiasis.

El diagnostico de eleccion se basa en la observacion
microscopica de los trofozoitos y/o quistes, y el principal
tratamiento de eleccion es el metronidazol.

- Trichomonas vaginalis:

Se trata de un protozoo cuyo trofozoito presenta 5 flagelos.
No presenta quistes, por lo que el trofozoito es la forma
infectante y su Unica forma de vida, y los humanos son su
Unico reservorio.
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Las manifestaciones clinicas en las mujeres se basan en una
vaginitis con descarga purulenta y picor. En cambio, en los
hombres puede causar uretritis, pero no es comun, sino que
frecuentemente son portadores asintomaticos, aunque
diseminadores de la enfermedad. Por tanto, se trata de una
enfermedad de transmision sexual.

El diagnéstico se basa principalmente en un examen
microscopico en fresco de las secreciones vaginales en
mujeres o uretrales de ambos sexos o mediante técnicas
moleculares (PCR). Por ultimo, el tratamiento principal de
eleccion es el metronidazol.

- Trypanosoma brucei:

Es el agente causante de la tripanosomiasis humana africana
(THA), conocida mas comunmente como enfermedad del
suefio. Los agentes etioldgicos de esta enfermedad son T.
brucei gambiense y T. brucei rhodesiense, dos subespecies
de T. brucei morfolégicamente indistinguibles. La forma
clinica producida por T. brucei rhodesiense es més grave y
rapida.

Esta especie presenta dos formas de vida, llamadas
tripomastigote y epimastigote. El tripomastigote es la Unica
forma biolégica observada en los mamiferos, mientras que
los epimastigotes son formas de desarrollo que se observan
en el vector.

Concretamente, esta enfermedad es transmitida por la
picadura de la mosca tsé-tsé (del género Glossina). El ciclo
comienza con la picadura de la mosca, a través de la cual
penetran los tripomastigotes, localizados en la saliva de la
mosca, hasta la sangre y la linfa, pudiendo diseminarse hasta
alcanzar el sistema nervioso central. Una vez alli, se
multiplican en estos 3 medios, hasta que el vector vuelve a
picar y obtiene sangre infectada con el tripomastigote
sanguineo. Una vez en el intestino del vector, el
tripomastigote pasa a la forma de epimastigote, que es capaz
de migrar a las glandulas salivares, donde vuelve a
transformarse en el tripomastigote infectante.

Respecto a la clinica de la enfermedad, es caracteristico a
los pocos dias que en el sitio de la picadura aparezca una
reaccion dérmica conocida como chancro. En una primera
etapa, que se corresponde con la fase hemolinfatica, se
presentan episodios de fiebre muy elevada durante varios
dias, separados por periodos afebriles y debilidad intensa. La
segunda etapa, que se corresponde con la fase neuroldgica,
se da cuando el parasito atraviesa la barrera
hematoencefalica e invade el sistema nervioso central. En
ella se producen cambios en el comportamiento y cansancio
extremo. Es tipico el llamado signo de la llave, o signo de
Kerandel, basado en una hipersensibilidad tactil del
individuo. En la fase final el paciente entra en coma, proceso
que le termina produciendo la muerte.

El método de referencia para el diagnostico de la
tripanosomiasis humana africana es la deteccion del parasito
en sangre, aspirado de ganglios linfaticos o en la zona del
chancro. Respecto al tratamiento, depende tanto de la
subespecie infectante como de la fase de la enfermedad en
la que se encuentre el individuo.
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- Trypanosoma cruzi:

El protozoo flagelado T. cruzi es el agente causante de la
infeccion conocida como la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana.

Esta especie presenta tres formas de vida: el amastigote, que
es la forma intracelular que se observa en los tejidos, el
tripomastigote que es la forma infectante, y el epimastigote
gue se localiza en el intestino del vector.

En este caso, el vector es la chinche besucona (género
Triatoma). A diferencia de T. brucei, los tripomastigotes
infectantes de T. cruzi no se localizan en la saliva sino en las
heces del vector. Por tanto, el ciclo bioldgico de este parasito
comienza cuando la chinche pica y defeca en la piel del
individuo. El acto reflejo de rascarse en la picadura permite
la penetracion del microorganismo a través de la herida. Una
vez dentro, el tripomastigote migra a 6érganos como el
corazon o el higado, penetra en las células y pasa a la forma
de amastigote, y en su interior se multiplica. Algunos de estos
amastigotes vuelven a transformarse en tripomastigotes, los
cuales pueden o infectar otros tejidos y volver a convertirse
en amastigotes, o pasar al torrente sanguineo, donde seran
ingeridos por la chinche en una segunda picadura. En el
interior del insecto se transforman en epimastigotes, que
migran hasta el intestino posterior del vector, donde se
transforman en los tripomastigotes infectantes, volviendo al
inicio del ciclo.

Respecto a la clinica, la primera etapa se basa en una
reaccion cutanea en el sitio de la picadura, llamada en este
caso chagoma. Si la picadura fuese cercana al ojo, se
produce también una reaccion inflamatoria conjuntival, con
edema en los parpados de uno de los ojos (signo de
Romania). Tras esta etapa aguda, y si el individuo infectado
no ha sido tratado, la infeccibn se cronifica, siendo
asintomatica durante décadas o de por vida. Transcurridas
unas décadas, aproximadamente la mitad de los infectados
evolucionan a las formas sintomaticas. Las alteraciones que
se presentan dependen de los 6rganos afectados, pudiendo
llegar a desarrollar cardiomegalia, megaesofago vy
megacolon o afectacion del sistema nervioso, entre otros
sintomas.

En una infeccion aguda, el diagnéstico de eleccion mas
adecuado es la observacion directa de los tripomastigotes en
una muestra de sangre. Cuando la infeccion evoluciona a la
cronicidad, la determinacion de anticuerpos especificos anti-
T. cruzi ofrecerd mas informacién. Por Gltimo, el principal
tratamiento de eleccion es el benznidazol.

- Leishmania spp.:

El género Leishmania incluye diversas especies, causantes
de distintos cuadros clinicos englobados en el término de
leishmaniasis.

Este parasito presenta dos formas de vida: el promastigote,
que es la forma infectante, y el amastigote que es la forma
intracelular que se encuentra en el interior de los macréfagos.

El ciclo comienza con la picadura del vector, que en este
caso es un insecto fleb6tomo, que inyecta junto con su saliva
a los promastigotes infectantes. Una vez que penetran en la
sangre, son fagocitados principalmente por macroéfagos. Sin
embargo, los promastigotes son capaces de evadir su

respuesta inmune, y en su interior se diferencian a la forma
de amastigote. Los parasitos continuaran multiplicAndose en
su interior, los macréfagos se lisaran y los amastigotes
infectaran otros macréfagos de diferentes tejidos. En una
nueva picadura del vector, el mosquito ingerira sangre junto
con macrofagos infectados. En su aparato digestivo los
amastigotes se liberardn y se transformaran en
promastigotes, que migraran al 6rgano bucal del vector, y alli
seran capaces de infectar nuevamente.

En la leishmaniasis, las formas clinicas dependen de la
especie causante de la infeccion y del estado inmunolégico
del individuo infectado. Existen tres distintas:

1. Leishmaniasis cutadnea: Es la forma clinica mas
comun. Se basa en la aparicion de lesiones ulcerativas
en el sitio donde se ha producido la infeccién.

2. Leishmaniasis mucocutanea: En esta enfermedad, las
personas afectadas sufren destruccion del tejido bucal y
nasofaringeo, pudiendo llegar a causar una mutilacion
facial desfigurante.

3. Leishmaniasis visceral: Es la forma mas grave de la
enfermedad, mortal en ausencia de tratamiento. Esta
causada por L. donovani en Europa. Los principales
organos afectados son el bazo, el higado y la médula
Osea. Se caracteriza por fiebre, hepatoesplenomegalia,
y pancitopenia principalmente. Esta forma clinica se
encuentra mas frecuentemente asociada a pacientes
inmunodeprimidos con SIDA.

El diagnéstico de la leishmaniasis se realiza principalmente
por PCR. También pueden observarse de forma directa los
amastigotes en tejidos o aislando los promastigotes en
cultivo. En el caso de la leishmaniasis visceral, el diagndstico
serolégico por inmunofluorescencia indirecta es de las
técnicas diagnosticas mas empleadas. (deteccion de
anticuerpos anti-promastigotes). Por Ultimo, existe un
tratamiento distinto segun el tipo de leishmaniasis.

e Apicomplejos

Su nombre se deriva del complejo de organulos que
presentan en el extremo apical en algunas etapas sus ciclos
de vida, involucrado en la penetracion de otras células. En el
presente capitulo se destacan los géneros Toxoplasma,
Plasmodium y Babesia.

- Toxoplasma gondii:

Este protozoo se transmite por ingestiéon de alimentos
contaminados con sus quistes. El hospedador definitivo es
un felino, normalmente un gato. En su interior se desarrollan
los quistes, y a través de las heces pasan al medio ambiente
donde terminan de madurar.

La mayoria de las infecciones son asintomaticas. El
desarrollo de la sintomatologia se encuentra asociado
principalmente a inmunodeprimidos causéandoles, entre otros
sintomas, fiebre, déficit motor, coriorretinitis o encefalitis.
Ademas, los trofozoitos son capaces de atravesar la barrera
placentaria: la infeccion congénita puede llegar a causar
abortos durante el primer trimestre de embarazo vy, si afecta
mas tarde de ese periodo, puede provocar lesiones
cerebrales o coriorretinitis.
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El diagndstico de eleccion de la toxoplasmosis es mediante
estudio seroldgico.

- Plasmodium spp.:

Es el agente etiol6gico del paludismo o malaria. Existen cinco
especies de Plasmodium que causan enfermedad en el
hombre: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
knowlesi.

En los dltimos informes a nivel mundial de la malaria, se
detalla que en el afio 2017 hubo 219 millones de casos de
paludismo, y la cifra estimada de muertes ese mismo afio fue
de 435.000.

El ciclo biolégico de Plasmodium incluye fases de
reproduccion sexual y asexual. La infecciébn en humanos
comienza con la picadura de la hembra del mosquito
Anopheles, por la cual se introducen los llamados
esporozoitos a la sangre. Estos esporozoitos se diseminan
al higado, infectando a los hepatocitos. En su interior, se
diferencian y se replican dando multiples merozoitos, que se
encuentran contenidos en una especie de “bolsa” que
contiene a dichos merozoitos y que se conoce como
esquizonte. La rotura tanto del hepatocito como del
esquizonte lleva a la liberacion al torrente sanguineo de los
merozoitos  (existen especies de Plasmodium que
permanecen durante meses 0 afios en una etapa latente en
los hepatocitos, y esos esporozoitos pasan a llamarse
hipnozoitos, que pueden dar lugar a recidivas de la infeccién
meses o0 afios después).

Los merozoitos liberados a la sangre infectan a los eritrocitos.
Muchos de estos merozoitos se replicaran asexualmente y
formaran de nuevo un esquizonte, con posterior rotura de los
eritrocitos y liberacién de nuevos merozoitos (este ciclo
eritrocitario ocurre cada 1-3 dias). A su vez, otros merozoitos
evolucionaran a los gametocitos masculino y femenino, que
son las formas infectantes del mosquito. Una vez que se
ingieren en una segunda picadura del mosquito, ambos
gametocitos se fusionan formando un cigoto, que se
desarrolla hasta formar los esporozoitos del inicio del ciclo.

Los sintomas de la malaria se basan principalmente en
malestar general, fiebre o debilidad intensa. La fiebre puede
ocurrir en forma de paroxismos porque coincide con la rotura
de los eritrocitos y liberacion de parasitos a la sangre. Dichos
paroxismos pueden tener una periodicidad cada 48 horas o
cada 72 horas.

Entre los hallazgos analiticos destaca la trombocitopenia (es
la alteracion mas frecuente, hasta en el 80-85% de casos),
anemia normocitica por destruccion de los hematies y
leucopenia. Respecto a parametros bioquimicos, la LDH y la
bilirrubina pueden estar aumentadas, y en casos graves
destaca la acidosis con la elevacion de lactato.

El método diagndstico de eleccion es el examen
microscopico de sangre venosa periférica que permite
identificar la presencia de parasitos en sangre. Ademas,
ofrece informacion sobre el indice de parasitemia (determina
la gravedad de la infeccién), el estadio en el que se
encuentran los pardsitos y la especie infectante de
Plasmodium, para lo cual es importante conocer sus
diferentes caracteristicas morfolégicas.
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Por ultimo, cabe destacar que, para evitar la infeccion, la
principal profilaxis es la quimioprofilaxis, mediante la
administracion de los farmacos antipaludicos antes y
después del viaje a zonas endémicas.

- Babesiaspp.:

Es el agente causante de la babesiosis o piroplasmosis y se
transmite principalmente por picadura de garrapata.
Presenta, al igual que las especies de Plasmodium, un ciclo
biolégico con las formas de esporozoitos y merozoitos. Una
de las principales particularidades de este parasito es que los
merozoitos, cuando se encuentran en el interior de los
eritrocitos, pueden aparecer cuatro unidos en forma de cruz
de Malta, lo cual es muy caracteristico de este protozoo.

HELMINTOS
e Generalidades:

A diferencia de los protozoos, los helmintos son organismos
pluricelulares, habitualmente macroscopicos. Con frecuencia
presentan estructuras de fijacibn como ventosas, y es
caracteristica la presencia de eosinofilia en el hemograma
durante una infeccion por este tipo de seres vivos.

A su vez, dentro de los helmintos se pueden encontrar tres
grandes grupos: trematodos, cestodos y nematodos, cada
uno con caracteristicas morfolégicas diferentes. Muchos de
ellos presentan ciclos de vida mas complejos que los de los
protozoos, presentando algunos incluso dos hospedadores
intermediarios. Ademas, en general, las formas de vida de
los helmintos son mas diversas, pasando primero la mayoria
de ellos por un estado de huevo, del cual sale una larva, que
pasa por distintos estadios de desarrollo larvarios hasta
alcanzar la forma bioldgica de gusano adulto.

En el presente capitulo se destacan dos de los helmintos méas
relevantes:  Strongyloides stercoralis y  Enterobius
vermicularis.

e Strongyloides stercoralis:

Es un helminto perteneciente al grupo de los nematodos.
Presenta un ciclo bioldgico particular al presentar dos formas
de infeccion, la heteroinfeccién y la autoinfeccion, y presentar
vida libre ademas de vida parasitaria.

Existen dos tipos de larvas en el desarrollo de este parasito:
larva rabditiforme y larva filariforme. La forma infectante es la
larva filariforme. La larva rabditiforme puede madurar hasta
la larva filariforme infectante, o madurar directamente hasta
gusano adulto, que es capaz de reproducirse y dar lugar a
mas larvas rabditiformes.

En la heteroinfeccién, el ciclo se inicia con la larva
rabditiforme siendo eliminada a través de las heces del
individuo. La larva rabditiforme madura en el exterior y se
transforma en la forma filariforme. Esta infecta al hospedador
penetrando a través de la piel, hasta que accede a la
circulacion sanguinea y llega hasta el pulmén. Una vez alli
asciende por el arbol bronquial hasta llegar a la faringe,
donde son deglutidas, pasando finalmente al intestino
delgado, siendo este el lugar en el que alcanzan el estado de
gusanos adultos. Una caracteristica para destacar de las
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hembras es que son ovoviviparas, porque ponen huevos en
su interior, eclosionan y paren a las larvas rabditiformes, que
son expulsadas al medio ambiente por las heces, volviendo
al inicio del ciclo.

A su vez, pueden desarrollar el fendmeno de la autoinfeccion,
que es una caracteristica bioldgica propia de esta especie.
Se basa en que las larvas rabditiformes pueden también
madurar a larvas filariformes en el propio intestino del
hospedador. Por tanto, estas larvas filariformes no hace falta
que salgan al exterior y penetren de nuevo a través de la piel,
sino que directamente penetran la mucosa intestinal,
produciendo la autoinfeccion. Al estar reactivandose el ciclo
continuamente se produce lo que se conoce como
hiperinfeccion, caracteristico de S. stercoralis (Figura 1).

La clinica depende, entre otros factores, del grado de
inmunodepresion que presenten los individuos infectados.
Aproximadamente la mitad de los pacientes
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inmunocompetentes son asintomaticos durante afios, y
cuando se dan manifestaciones clinicas son de tipo gastrico
(dolor abdominal y diarrea), cutaneo (aparicion de
exantemas) o debido a la eosinofilia asociada a clinica
respiratoria por el paso de las larvas por el area pulmonar
(sindrome de Loeffer). Por otro lado, los pacientes
inmunodeprimidos tienden a desarrollar cuadros mucho mas
graves de estrongiloidosis y con una alta mortalidad, aunque
se administre tratamiento, por el llamado sindrome de
hiperinfeccion.

El diagnéstico definitivo se establece al detectar larvas de S.
stercoralis en heces, aunque se suelen eliminar en escasa
cantidad por lo que no es muy sensible la técnica. Las
pruebas seroldgicas presentan mayor sensibilidad que el
estudio directo en heces, con un alto valor predictivo
negativo, y también destaca la PCR a tiempo real. Su
principal tratamiento es la ivermectina.

0 las larvas filariformes entran
en el sistema circulatorio, =2
transportan a los pulmones, v
a5, penetran en los espacios
1 alvedlares, de aqui a la
! tracues vy la farigen, legan al
intesting delgado donde ze
convierten en adultos.

embras adultas

larvas raboitiformio s
=& autoinfectan, penetran
l& mucoza o la piel periang =
y siguen el ciclo infectivo
normal.

/Ins hueves depositados en la
A

mucesa intestinal, eclosionan y
migran al lumen.

Figura 2. Ciclo de vida de S. stercoralis. Traducida de DPDx - Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern

e Enterobius vermicularis:

Es un nematodo intestinal, conocido también como oxiuro, y
es el agente etiolégico de la enterobiasis u oxiuriasis.

Su ciclo biolégico comienza por la toma de alimentos o agua
0 por contacto con objetos 0 manos contaminadas con
huevos del parasito. Una vez ingeridos, la larva se libera a
nivel del intestino delgado, y llega a la fase de adulto en la
parte inicial del intestino grueso. Durante la noche, las
hembras fecundadas migran a la zona perianal donde
depositan los huevos.

La mayoria de pacientes son asintomaticos. Comenzara a
sospecharse de oxiuriasis en aquellos individuos,

fundamentalmente nifios y ancianos, que presenten prurito
anal, sobre todo nocturno. Al rascarse por el picor, eso
conduce a que los huevos se alojen también debajo de las
ufias, lo que facilita la autoinfeccién posterior. Los casos que
presenten una alta carga parasitaria podran desarrollar otros
sintomas como nauseas y vomitos principalmente.

El método mas sensible y especifico para el diagndstico es
el uso de la cinta de Graham. Es una cinta adhesiva
transparente para recoger los huevos del parasito, que se
pega sobre un portaobjetos de cristal y posteriormente se
observa bajo el microscopio. Se recomienda adherirla a la
zona perianal por la mafiana ya que los huevos se depositan
de madrugada, y para aumentar la sensibilidad es
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aconsejable realizar esta prueba de forma seriada debido a
la irregularidad de las migraciones del parasito hembra.
Respecto a la morfologia, los huevos tienen una forma
caracteristica: aplanada por un lado y con una membrana
doble que contiene un embrién completamente formado.
Finalmente, el principal tratamiento de este protozoo es el
albendazol o mebendazol.
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