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del Laboratorio Clinico.
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EVALUACION DEL EQUILIBRIO HIDROELECTROLITICO

Autores: David Cuevas Gémez, Cecilia Cueto-Felgueroso Ojeda

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

Palabras clave: lones, Electrolitos

INTRODUCCION: DISTRIBUCION DE

CORPORALES

LiQuUIDOS

En el ser humano, a la solucién liquida que bafia las células
se la conoce con el nombre de medio interno.

La regulacion de la composicion de dicho medio interno es
muy estricta: pequefias variaciones de la misma
desencadenan respuestas inmediatas que tienden a
restablecer las condiciones basales.

e Distribucién corporal de los liquidos:

El agua representa el 40-70% del peso corporal de un adulto
y esta dividida entre dos compartimentos:

- Compartimento intracelular: Supone 2/3 del agua
total del organismo.

- Compartimento extracelular: Representa 1/3 del
agua total. Se divide entre tres localizaciones
fundamentalmente:

- Liquido intravascular: Es el plasma y supone
1/4 del liquido extracelular.

- Liquido intersticial: Es el liquido extravascular y
representa 3/4 partes del total del liquido
extracelular.

- Liquido transcelular: Forma parte del liquido
extracelular pero de forma minoritaria. Supone
del 1-3% del peso corporal. Dentro de éste se
encuentran: el liquido cefalorraquideo, el
liquido intraocular y los liquidos serosos
(pleural, sinovial, peritoneal y pericardico).

e Composicion de los liquidos corporales:

- Liquido extracelular: El plasmay el liquido intersticial
presentan una composicion muy similar:

- Cation mayoritario: Sodio (Na*).
- Aniones mayoritarios: Cloro (CI") y bicarbonato
(HCO3).

La principal diferencia en la composicion entre plasma y el
liquido intersticial es el alto contenido de proteinas del
plasma. Estas proteinas no pueden atravesar el endotelio
capilar y, por tanto, no suelen encontrarse en el liquido
intersticial.

- Liquido intracelular:

-  Cationes mayoritarios: Potasio (K*) y en menor
concentracion, magnesio(Mg?*)

- Aniones mayoritarios: fosfatos (PO4%), sulfatos
(S04?) y ciertos aminoacidos de las proteinas.

El liquido intracelular y extracelular estan separados por la
membrana celular cuya permeabilidad selectiva permite la
distinta composicion de los dos compartimentos.
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La membrana celular es la barrera que separa el espacio
intracelular y extracelular. Es permeable al agua y a algunos
solutos (urea). Mantiene la diferente composicion electrolitica
de los liquidos que separa gracias a la presencia de la bomba
ATPasa de Na*/K* que transporta K* al interior celular y Na*
al exterior.

El agua del organismo procede, sobre todo, de la ingesta y,
en menor medida del metabolismo oxidativo.

La eliminacion del agua del organismo se produce
fundamentalmente, por via wurinaria y se regula
hormonalmente. Otras formas de eliminacion son las heces,
la evaporacion en la piel o la respiracién. Estas tres formas
de eliminacion constituyen las pérdidas insensibles de agua.

PRESION OSMOTICA, OSMOLALIDAD Y PRESION
ONCOTICA

El agua atraviesa las membranas celulares con relativa
facilidad en una u otra direccién en funcién del contenido de
sustancias osmdticamente activas a uno y otro lado de la
membrana. El agua pasara del compartimento mas diluido al
mas concentrado.

La presidon osmotica es la presidon necesaria para detener el
paso de agua a través de una membrana semipermeable que
separa dos soluciones de distinta concentracion de
compuestos osméticamente activos.

Si las células tienen mayor concentracién en compuestos
osméticamente activos que el plasma, su presion osmotica
es mayor y por tanto, captan agua del plasma hasta alcanzar
el equilibrio. Por otro lado, si las células tienen menor
concentracién en compuestos osméticamente activos que el
plasma, su presién osmética es menor y, por tanto, pierden
agua y se deshidratan.

La osmolalidad plasmética: se define como la concentracion
molar de todas las particulas osméticamente activas por
kilogramo de solvente y su valor en plasma se encuentra
entre 280-295 mmol/Kg o0 mOsm/Kg y debe mantenerse
entre estos limites tan estrechos para evitar el transito de
agua entre los espacios intra y extracelular.

La osmolalidad del plasma es igual a la del liquido intersticial
y a la del liquido intracelular. Los tres liquidos son isot6nicos.
Unicamente la orina puede tener grandes variaciones en su
osmolalidad que va desde 50-900 mmol/kg 0 mOsm/Kg.

La osmolaridad es la concentracién de todas las particulas
osmaticamente activas por litro de disolucién. La osmolalidad
y la osmolaridad son mas o menos equivalentes para
soluciones muy diluidas (donde 1 Kg de solvente
corresponde a 1 L de disolucion). Si la concentracion de
lipidos y proteinas en plasma es normal, no hay una gran
diferencia entre osmolalidad y osmolaridad pero si hay una



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

elevada concentracién de lipidos y proteinas la osmolaridad
estara falsamente reducida.

Los osmometros miden el descenso del punto de
congelacion o el aumento del punto de ebullicion de la
disolucion respecto al agua. Aportan datos de osmolalidad.
Para calcular la osmolaridad del plasma, en situaciones
normales, se emplea la siguiente formula:

Osmolaridad plasmatica = Osmolalidad medida x 0,93

e Célculo de la osmolalidad plasmatica:

Los principales solutos presentes en el plasma que
contribuyen en la presién osmética son: el sodio, la glucosa
y la urea. Conociendo sus concentraciones podemos estimar
la osmolalidad empleando la siguiente formula:

Osmolalidad plasmatica [(mmol/mOsm)/Kg de agua] =
2x[Na*](mEqg/L) + [glucosa]/18(mg/dL) + [urea]/6(mg/dL)

La concentracion del sodio se multiplica por dos debido a que
por cada cation sodio debe existir un anion. La concentracién
de glucosa y la de urea se dividen por un factor que permite
transformar la concentracién en mg/dL a mmol/L.

El sodio sérico constituye mas del 90% de la osmolalidad en
el espacio extracelular y se mantiene en condiciones
normales entre 136-145 mEqg/l. La glucosa, en condiciones
normales, solo aporta 5 mOsm/kg y la urea es un osmol
ineficaz porque atraviesa las membranas celulares, por
tanto, la ecuacion anterior se puede simplificar:

Osmolalidad eficaz del plasma=2x[Na*](mEq/L)

Un descenso de la osmolalidad plasmatica es sinénimo de
hiponatremia, sin embargo, se puede dar un incremento de
la osmolalidad sin hipernatremia por ejemplo ante una
hiperglucemia marcada.

e Presidén osmotica y presion oncotica:

Las proteinas no pueden atravesar el endotelio capilar
debido a su gran tamafio. En plasma hay una elevada
concentracion de proteinas sin embargo, en el liquido
intersticial es baja.

Las proteinas del compartimento intravascular ejercen una
presion oncotica o coloidosmética. La distribucion de agua
entre el compartimento intravascular y el intersticial esta
determinada, fundamentalmente, por la presion oncoética
generada por las proteinas que tiende a retener agua en el
interior de los vasos y que es contrastada por la presion
hidrostatica que favorece la salida de agua al liquido
intersticial.

La albumina es la proteina mas abundante del plasma y es
la principal responsable de la presion oncotica.

Ante una hipoproteinemia, la presién hidrostatica puede ser
mayor que la oncoética de tal manera que se producira una
extravasacion de liquido originando la aparicion de edemas.

REGULACION DEL EQUILIBRIO HIDROELECTROLITICO
e Regulacién de la osmolalidad:

La osmolalidad se regula mediante la ingesta y la excrecion
de agua libre.

En el hipotdlamo existen unas células especializadas con
osmorreceptores que detectan diferencias entre la
osmolalidad intra y extracelular. Cuando la osmolalidad
plasmatica es superior a 285 mmol/Kg o mOsm/Kg estimulan
la liberacion de vasopresina o ADH. Por otro lado, ante una
osmolalidad superior a 295 mmol/Kg o mOsm/Kg estimulan
la sensacion de sed.

La hormona antidiurética o ADH o vasopresina esta
constituida por nueve aminoacidos. Esta hormona se
sintetiza en los nicleos supraéptico y paraventricular del
hipotalamo y es liberada a nivel de la neurohipéfisis.

La vasopresina se une a su receptor de membrana en las
células del tubulo distal y del tibulo colector de la nefrona y
estimula la sintesis y el transporte de la proteina acuoporina
2 hasta la membrana luminal favoreciendo asi la reabsorcion
de agua. De este modo, se reduce la hiperosmolalidad
plasmatica al mismo tiempo que el volumen de orina
disminuye y se eleva su osmolalidad.

e Balance de sodio:

La entrada de sodio en el organismo se produce,
fundamentalmente, con la dieta y es muy variable. En
circunstancias normales, la mayoria de este sodio se elimina
por via renal, y en menor proporcion, por el sudor y el aparato
gastrointestinal.

El sodio que se filtra por el glomérulo se reabsorbe
posteriormente en el tdbulo contorneado proximal. Junto con
este sodio también se reabsorbe cloro y agua. El resto del
sodio se reabsorbe en el asa de Henle y en el tdbulo
contorneado distal y el tibulo colector.

La excrecién renal de sodio se regula a través del sistema
renina-angiotensina-aldosterona y en menor medida, por los
péptidos natriuréticos atrial y ventricular.

La concentracion urinaria de sodio tiene un intervalo de
referencia mucho méas amplio que el plasma ya que la
excrecién depende de la ingesta. La cuantificacion del sodio
urinario debe realizarse sobre muestras de orina de 24 horas.

- Sistema renina-angiotensina-aldosterona:

En la nefrona hay un grupo de células especializadas
situadas en la arteriola aferente, en la eferente y en la macula
densa del tdbulo distal que forman el aparato
yuxtaglomerular.

Estas células son sensibles a un descenso de presion arterial
en la arteriola aferente o del sodio plasmético en el tibulo
distal. Un descenso de presion en la arteriola aferente puede
deberse a un bajo volumen plasmatico. Por otro lado, el
descenso de la cantidad de sodio en el tubulo distal puede
estar causado también por un bajo volumen plasmatico (en
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estas situaciones se filtra por el glomérulo menor cantidad de
plasma y por tanto también hay menor concentracion de
sodio en el tubulo distal) o por un déficit plasméatico de sodio.

Ante cualquiera de estas dos situaciones, las células del
aparato yuxtaglomerular secretan la enzima proteolitica
renina que actla sobre el angiotensinégeno, una proteina
sintetizada en el higado y liberada a la circulacién. Tras la
actuacion de la renina sobre el angiotensindgeno se libera un
decapéptido denominado angiotensina I.

Este decapéptido pierde posteriormente dos aminoacidos
por accion de la ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina)
para generar angiotensina Il. La ECA abunda a nivel de los
capilares pulmonares.

La angiotensina Il es un potente vasoconstrictor que
aumenta la presion arterial y ademas estimula la produccién
de aldosterona en la corteza suprarrenal.

La aldosterona estimula la reabsorcién de sodio en el tibulo
distal intercambiéndolo por potasio y protones. Por otro lado,
esta hormona también reduce la eliminacién de sodio por el
sudor. El resultado global es un descenso de la eliminacién
de sodio y un incremento de la eliminaciéon de potasio.
Ademas, el incremento de la reabsorcion de sodio lleva
asociado una mayor reabsorcion de agua en el ttbulo distal.

- Péptidos natriuréticos:

El péptido natriurético atrial y el péptido natriurético
ventricular son dos hormonas secretadas respectivamente
por la auricula y el ventriculo del corazén ante una dilatacién
de estas cavidades, lo que es sinénimo de un elevado
volumen intraplasmético. Este péptido estimula la
eliminacion renal de sodio y frena la secrecién de aldosterona
por lo que se incrementa la concentracion de sodio en orina
y se favorece la eliminacién de agua.

e Balance de potasio:

El potasio es el principal catién intracelular. En el interior de
las células alcanza concentraciones 25 veces mas altas que
en el plasma. Este gradiente de potasio se mantiene gracias
a la actividad de la bomba Na*/K* ATP-asa de las
membranas celulares que expulsa sodio hacia el exterior
celular al mismo tiempo que introduce potasio en el interior
celular consumiendo para ello ATP.

El potasio juega un papel muy importante en la contraccion
muscular y en la transmision del impulso nervioso, ya que es
el gradiente de potasio el principal contribuyente del
potencial de membrana en reposo.

La ingesta de potasio es muy variable en funcién de la dieta.
La via de eliminacion mas importante es el rifién: el potasio
se filtra en el glomérulo y se reabsorbe casi completamente
en el tubulo proximal donde se intercambia por protones. En
el tibulo contorneado distal se secreta potasio o protones al
mismo tiempo que se reabsorbe sodio. Este Ultimo
intercambio esta regulado por la hormona aldosterona y por
el equilibrio 4cido-base. Otra via de eliminacién de potasio
son las heces a través de las cuales se elimina el 10% del
total del potasio excretado.

El potasio es un ion fundamentalmente intracelular por lo que
su concentracion apenas varia en respuesta al volumen de
agua extracelular. Sin embargo, los niveles de potasio
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plasmatico pueden variar significativamente ante
movimientos de potasio entre el medio extracelular e
intracelular. Por ejemplo, ante un estado de acidosis, se
incrementa la concentracion de protones en el plasma. En
esta situacion las células captaran protones del exterior
celular y los intercambian por potasio en un intento de
neutralizar esta acidosis. Ademas, en el tubulo contorneado
distal la reabsorcion de sodio se lleva a cabo
intercambiandolo por protones de modo que se elimina
menos potasio en orina. Todo ello conduce a un incremento
de potasio en sangre.

e Balance de cloruro:

El cloruro es el principal anién extracelular y juega un papel
importante en el mantenimiento de la osmolalidad y
electroneutralidad del medio extracelular.

La principal fuente de cloruro es la dieta. El cloruro se suele
encontrar en los alimentos acompafiado de sodio y se
absorbe practicamente en su totalidad. Se filtra libremente
por el glomérulo y se reabsorbe en el tibulo contorneado
proximal en cotransporte con el sodio. En el asa de Henle
también existe una reabsorcion activa de sodio. Al igual que
ocurria con el sodio, el cloro también se elimina por el sudor.

Generalmente, los niveles de cloruro son paralelos a los de
sodio y tienen poca significacion clinica. Solo se desvian de
las concentraciones de sodio en las alteraciones del
equilibrio acido-base.

ALTERACIONES DE LOS ELECTROLITOS

e Alteraciones en la concentracion plasmatica de
sodio:

- Hipernatremia:

Es el incremento del sodio plasmatico por encima de 145
mEg/L por lo que siempre habra hiperosmolaridad
plasmatica. Esto provoca la salida de agua desde el interior
celular hacia el liquido extracelular, lo que origina
deshidratacion intracelular. La disminucién del volumen
neuronal causa sintomas neurolégicos como: letargia,
temblor muscular, convulsiones y coma. Hay varios tipos de
hipernatremia:

1. Hipernatremia hipervolémica: Se produce una retencién
de sodio acompafiada de una retencién de agua en
menor proporcion. La hipernatremia hipervolémica
puede tener varias etiologias:

- Hiperaldosteronismo: La produccion excesiva
de aldosterona origina una retencion excesiva
de sodio en los tubulos renales que se
acompafia en menor medida, de una retencion
de agua. La orina presentara una osmolalidad
elevada (>800 mmol/kg) y un volumen
reducido. El potasio en suero estara bajo
mientras que en orina estara elevado.

- Sindrome de Cushing: ElI exceso de
glucocorticoides puede estimular los receptores
de aldosterona (por semejanza estructural) y
produce un cuadro similar al del
hiperaldosteronismo.
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Hipernatremia
Na>145mEq/L

Volumen
extracelular
elevado

(Edemas)

Sindrome de
Cushing

Hiperaldosteronismo

latrogénico

Volumen
extracelular
normal/bajo

Osmolalidad
urinaria >800
mOsm/Kg

Osmolalidad
urinaria <300
mOsm/Kg

Diabetes insipida Deshidratacion

(Volumen urinario
elevado) bajo)

(Volumen urinario

Figura 1. Esquema de las causas de hipernatremia. Elaboracion propia

- latrogénica: Suministro excesivo de terapia
salina hipertonica o de bicarbonato sédico.

2. Hipernatremia hipovolémica: Se produce una pérdida de
agua que no va acompafada de una pérdida de sodio.
En funcién de la osmolalidad y el volumen de la orina se
diferencian dos etiologias:

- Osmolalidad urinaria baja (<300 mOsm/Kg) con
gran volumen urinario (>3L): Diabetes insipida.
Se trata de una patologia en la que existe un
déficit de vasopresina (diabetes insipida
neurogénica) o bien el rifion es insensible a la
accion de esta hormona (diabetes insipida
nefrogénica). En cualquier caso, los tubulos
renales (contorneado distal y colector) pierden
la capacidad de absorber agua que se elimina
en grandes cantidades por la orina. La
concentracion de sodio en la orina es baja.

- Osmolalidad urinaria elevada (>800 mOsm/Kg)
con un  volumen urinario  reducido.
Deshidratacion. Puede producirse por una baja
ingesta de agua, o por un exceso de sudoracion
(la concentracién de sodio en el sudor es menor
que el liquido extracelular). La orina presentara
un volumen reducido (la estimulacion de los
osmorreceptores hipotalamica promueve la
liberacion de vasopresina lo que incrementa la
reabsorcion de agua a nivel renal) y una
osmolalidad elevada. El sodio en orina sera
bajo por la activacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona.

- Hiponatremia:

Es el descenso del sodio plasmatico por debajo de 136
mEQ/L y supone la alteracion electrolitica mas frecuente. Si
no se produce un incremento de otros compuestos

osméticamente activos, el descenso de sodio plasmatico
puede producir un desplazamiento de agua al interior de las
neuronas y afectar al sistema nervioso central originando:
cefalea, letargia, convulsiones y coma. Ante una
hiponatremia se debe medir la osmolalidad plasmatica:

1. Osmolalidad normal o hiponatremia isotonica: Indica la
presencia de sustancias no osmaticas en exceso (lipidos
y proteinas) que reducen el porcentaje de agua de un
volumen determinado y con ello la concentracion de
sodio por unidad de volumen plasmatico pero no por
unidad de agua plasmatica.

2. Osmolalidad aumentada o hiponatremia hiperténica:
Presencia de solutos osmoéticamente activos,
generalmente glucosa. Ante un exceso de glucosa
plasmatica, la natremia baja para no contribuir ain mas
al incremento de osmolalidad plasmatica.

3. Osmolalidad reducida o verdadera hiponatremia: Hay
varias etiologias para esta situacion clinica:

- Hiponatremia hipovolémica: Se produce una pérdida
de sodio y en menor proporcién de agua. Puede
deberse a pérdidas renales o extrarrenales, para
evaluarlo se suele estudiar la concentracién de sodio
en orina:

- Sodio en orina <20 mEg/L: Pérdidas
extrarrenales producidas por vomitos y diarreas
en las que se elimina mas sodio que agua.

- Sodio en orina >20 mEqg/L: Pérdidas renales
debidas a un hipoaldosteronismo (déficit de
aldosterona que dificulta la reabsorcion de
sodio), al uso de ciertos diuréticos que impiden
la reabsorcion de sodio 0 a una situacion de
acidosis en la que el sodio se elimina junto con
los &cidos orgénicos a través de la orina para
garantizar la electroneutralidad de esta.
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Hiponatremia
Na<136 mEq/L

Osmolalidad plasmatica Osmolalidad
> 295 mOsm/Kg plasmatica <275
(Hiperglucemia) mOsm/Kg

Osmolalidad plasmatica
275-295 mOsm/Kg
(Hiperlipemia o
hiperproteinemia)

Volumen
extracelular
normal o bajo

Natriuria >20 mEqg/L

Natriuria <20 mEq/L
(Hipoaldosteronismo,

Diarreas o vomitos R L
( ) diuréticos, acidosis)

Volumen
extracelular

elevado
(Edemas)

Natriuria <20 mEq/L

(Sd. Nefrético, Cirrosis LClat oheuls

hepética, ICC,
potomania, polidipsia

SIADH

Figura 2. Esquema de las causas de hiponatremia. Elaboracién propia

Hiponatremia hipervolémica: Se produce una
retencion de agua que no va acompafada de
retencion de sodio. Una vez mas se evalla la
concentracién de sodio en orina:

- Sodio en orina >20 mEg/L: Orienta hacia el
sindrome de secreciéon inadecuada de ADH
(SIADH). En esta patologia se produce un
incremento inespecifico de la secrecién de
vasopresina que no guarda relaciéon con un
incremento de la osmolalidad plasmatica. La
vasopresina estimula la reabsorcion de agua en
el rifién por lo que la orina presentara unos
niveles de sodio elevados. Este sindrome se
produce en personas que han sufrido
traumatismos o cirugias, trastornos del sistema
nervioso central, algunas neoplasias (ciertos
tumores puedes secretar ADH) y determinados
farmacos.

- Sodio en orina <20 mEqg/L: Se produce una
extravasacion de liqguido desde el
compartimento intravascular al extravascular.
Este fendmeno se da en pacientes con cirrosis
hepéatica o sindrome nefrético. En ambos casos
los niveles de proteinas séricas bajan y como
consecuencia de ello se reduce la presion
oncética, esto promueve la salida de agua
desde los vasos al compartimento extracelular.
La reduccién del volumen sanguineo promueve
la liberacién de vasopresina y aldosterona que
incrementan la reabsorciéon de agua y sodio
contribuyendo asi al aumento del volumen
extracelular y a la reduccion del sodio en orina.
En los pacientes con insuficiencia cardiaca
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ocurre algo similar, en estos pacientes se
produce un incremento de la presion
hidrostatica que también estimula la salida de
agua desde el compartimento intravascular al
extravascular desencadenando los mismos
mecanismos compensadores que en el caso
anterior. Por Ultimo, la potomania (deseo
incontrolado de beber agua) y la polidipsia
primaria (continua sensacion de sed) también
pueden originar una hiponatremia
hipervolémica con sodio en orina bajo ya que
en estas situaciones se inhibe la secrecion de
vasopresina y ADH ante la baja osmolalidad
plasmatica.

e Alteraciones en la concentracion plasmatica de
potasio:

- Hiperpotasemia:

La hiperpotasemia es el incremento de los niveles de potasio
en sangre por encima de 5,1 mEg/L. En esta situacion se
reduce el potencial de membrana en reposo lo que origina
debilidad muscular, paralisis y alteraciones cardiacas
(bradicardia). Ante una hiperpotasemia se debe descartar, en
primer lugar, que la muestra esté hemolizada y que el
paciente presente leucocitosis o trombocitosis marcadas ya
que cualquiera de estas tres situaciones incrementa de forma
significativa los niveles de potasio in vitro. Una vez
descartadas, la hiperpotasemia puede estar causada por dos
mecanismos:

1. Redistribucion extracelular: Se debe a una salida masiva
de potasio desde el medio intracelular al extracelular.
Puede estar originado por varias causas:
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2.

Hiperpotasemia
K>5,1 mEq/L

Descartar: hemalisis,
leucocitosis y trombocitosis

Potasio en orina >20 mEq/L
Acidosis (pH)

Déficit insulina (Glc)
Farmacos
Traumasevero
Sd. Lisis Tumoral

/

Potasio en orina<20 mEq/L
Insuficiencia renal (Crea)

Hipoaldosteronismo

Farmacos

Figura 3. Esquema de las causas de hiperpotasemia. Elaboracion propia

Acidosis: En estas situaciones las células
captan los protones del medio extracelular y los
intercambian por potasio. Ademas, también se
reduce la excrecion urinaria de potasio lo que
explica la hiperpotasemia.

Déficit de insulina: La insulina estimula la
actividad de la bomba Na*/K* ATP-asa de las
membranas celulares que introduce potasio al
medio intracelular. Por tanto, un déficit de
insulina puede producir hiperpotasemia.
Farmacos: Los B-bloqueantes y el digital
inhiben la actividad de la bomba Na*/K* ATP-
asa de las membranas por lo que también
producen hiperpotasemia.

Lesion celular importante como ocurre ante un
traumatismo severo o en el sindrome de lisis
tumoral.

Descenso de la eliminacion renal de potasio:

Insuficiencia renal: En la insuficiencia renal
avanzada, se produce un deterioro de la
filtracion glomerular y de la excrecion tubular lo
gue origina hiperpotasemia.

Insuficiencia suprarrenal: Un déficit de
aldosterona reduce la eliminacion de potasio a
través de la orina.

Farmacos: Aquellos que inhiben o bloquean la
accion de la aldosterona también producen
hiperpotasemia como los farmacos inhibidores
de la ECA (captopril) o los antagonistas de la
aldosterona (espironolactona) y de los
receptores de angiotensina .

Hipopotasemia:

Una concentracion de potasio plasmaético inferior a 3,5 mEqg/L
puede producir sintomas cardiacos como taquicardias y
alteraciones en el electrocardiograma. También puede
originar alteraciones neuromusculares y nerviosas. La
hipopotasemia puede estar causada por dos mecanismos:

1.

Redistribucion intracelular: Se debe a una entrada
masiva de potasio desde el medio extracelular al
intracelular. Cursa con niveles de potasio en orina <20
mEg/L. Puede estar desencadenado por varias causas:

- Alcalosis: En esta situacion, las células envian
protones al medio extracelular al mismo tiempo
que introducen potasio al medio intracelular. De
este modo, se reduce la concentracion de
potasio en sangre. Los vémitos continuos
pueden originar alcalosis debido al alto
contenido en protones del jugo gastrico.

- Exceso de insulina: La insulina estimula la
actividad de la bomba Na*/K* ATP-asa de modo
que puede provocar hipopotasemia.

- Estimulos B-adrenérgicos: La activacion de
estos receptores por catecolaminas estimula la
actividad de la bomba Na*/K* ATP-asa lo que
también puede provocar hipopotasemia.

Elevadas pérdidas de potasio: Suelen ser perdidas
renales de potasio que cursan con niveles de potasio en
orina superiores a 20 mEqg/L. Estas pérdidas pueden
estar causadas por un hiperaldosteronismo que
promueve la reabsorcion de sodio y la excrecion de
potasio o por el consumo de ciertos diuréticos. Por
ultimo, la hipomagnesemia severa también puede
originar hipopotasemia dado que el magnesio bloquea
los canales de potasio de la nefrona de modo que en
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Hipopotasemia
K<3,5 mEq/L

Potasio en orina >20 mEq/L

Hiperaldosteronismo
Diuréticos
Hipomagnesemia (Mg)

Potasio en orina<20 mEeq/L
Alcalosis (pH)
Sobredosis de insulina

Exceso de catecolaminas

Figura 4. Esquema de las causas de hipopotasemia. Elaboracién propia

ausencia de magnesio apenas se reabsorbe potasio por
esta via.

e Alteraciones en la concentracion plasmatica de
cloruro:

- Hipercloremia:

La hipercloremia es el aumento de la concentracion de
cloruro en sangre por encima de 107 mEq/L. La elevacién de
los niveles de cloruro con concentracion de sodio normal se
produce en las alcalosis respiratorias crénicas o ante
acidosis metabolicas que cursan con un descenso de los
niveles plasmaticos de bicarbonato. En estas situaciones, los
niveles de cloro aumentan para mantener la
electroneutralidad del plasma. Este tipo de acidosis puede
estar causadas por diarreas, por una acidosis tubular renal,
por la ingesta de ciertos farmacos o incluso por la inhalaciéon
de gas cloruro.

- Hipocloremia:

La hipocloremia aparece cuando los niveles de cloro en
sangre son inferiores a 98 mEq/L. El descenso de los niveles
de cloruro acompafado de valores normales de natremia se
producen como consecuencia de una acidosis respiratoria
cronica o por una alcalosis metabdlica que cursa con niveles
de cloro en orina superiores a 20 mEqg/L. Este grupo de
patologias pueden estar causadas por:

- Hiperaldosteronismo: La aldosterona promueve la
reabsorcion de sodio y la excrecién de potasio y
protones, esto Ultimo origina una alcalosis en la que
hay un exceso de bicarbonato y el cloro se elimina
para mantener la electroneutralidad causando la
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- Hipopotasemia marcada:

hipocloremia. En el sindrome de Cushing ocurre algo
similar debido a la semejanza estructural entre el
cortisol y la aldosterona.

En este caso, la
aldosterona promovera la reabsorcion de sodio y la
excrecién de protones (ya que los niveles de potasio
en sangre son bajos para excretarlo), de nuevo se
producird una alcalosis con un exceso de
bicarbonato y el cloro se eliminard para mantener la
electroneutralidad.

- Consumo de diuréticos o de bicarbonato.
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INTRODUCCION

Los lipidos constituyen un grupo de biomoléculas
quimicamente muy diverso que se caracterizan por ser
insolubles en agua y solubles en disolventes apolares como
el éter o la acetona.

Los lipidos juegan importantes funciones en los seres vivos:
almacenamiento de energia, funcién estructural, funcién
endocrina, entre otras.

Por otro lado, el tejido adiposo (formado por células que
acumulan lipidos en su citoplasma) también desempefia
multiples funciones: sirve como proteccion fisica de ciertos
organos, como fuente de calor para los recién nacidos y
ademas tienen un importante papel endocrino produciendo
diversas hormonas como la leptina o la adiponectina.

e Clasificacion de los lipidos segin su estructura
quimica:

Los lipidos se pueden clasificar segun su estructura quimica
en dos grandes grupos: lipidos saponificables y lipidos no
saponificables:

e Lipidos saponificables:

Estos lipidos estan constituidos por ésteres de acidos grasos
y reciben su nombre porque en presencia de ciertas bases
fuertes, como el hidroxido de sodio, forman jabones. Dentro
de este grupo se encuentran:

— Acilglicéridos: Son ésteres de glicerol y acidos
grasos. Como la molécula de glicerol dispone de tres
grupos hidroxilo puede unir hasta tres acidos grasos
dando lugar a los monoacilglicéridos, diacilglicéridos
y triacilglicéridos o triglicéridos respectivamente.

— Lipidos complejos: Son aquellos lipidos que en su
estructura ademas de un grupo hidroxilo y carboxilo
presentan un grupo quimico adicional. Dentro de los
lipidos complejos se encuentran:

— Fosfoglicéridos: Estan constituidos por una
molécula de glicerol que posee dos &acidos
grasos esterificados en las posiciones C1y C2
y una cabeza polar unida al C3 del a través de
un fosfato. En funcién de la molécula polar que
se una se formaran distintos tipos de
fosfolipidos como la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina o fosfatidilinositol.

-  Esfingolipidos: Estos lipidos surgen cuando un
acido graso se une mediante un enlace amida
a una molécula de esfingosina (un
aminoalcohol derivado de la serina). Al grupo
hidroxilo de la esfingosina se pueden unir
distintas moléculas polares; si se une la
fosfocolina se formara otro fosfolipido, la

esfingomielina, mientras que si se une un
glucido se originara un glucolipido.

— Ceras: Son ésteres de acidos grasos de cadena
larga con alcoholes de cadena larga. Son totalmente
insolubles en agua.

e Lipidos no saponificables:

Son aquellos lipidos que no contienen acidos grasos en su
estructura. Dentro de este grupo se encuentran:

— Isoprenoides: Son derivados de una molécula de
cinco atomos de carbono: el isopreno o 2-metil-1,3-
butadieno. Dentro de los isoprenoides se
encuentran:

— Terpenos: Estan constituidos por varias
unidades de isopreno como el geraniol,
farnesol, fitol, escualeno o beta caroteno.

— Esteroides: Son derivados complejos de los
triterpenos y todos ellos comparten la
estructura béasica del
ciclopentanoperhidrofenantreno. En este grupo
se encuentran el colesterol, la vitamina D, los
acidos biliares, la progesterona, los
mineralocorticoides, los glucocorticoides, la
testosterona y el estradiol.

— Eicosanoides: Son derivados del acido araquidénico
y cumplen importantes funciones paracrinas. Dentro
de los eicosanoides se encuentran:

— Prostaglandinas: Las prostaglandinas de la
serie 2 son las mas importantes para el ser
humano. Son  sintetizadas por las
ciclooxigenasas, y median la respuesta
inflamatoria ademéas de desempefiar otros
papeles como la inhibicion de la secrecion
gastrica.

— Tromboxanos: Se sintetizan a partir de la
prostaglandina H2 por accién de la tromboxano
A2 sintasa. El tromboxano tiene importantes
funciones como vasoconstrictor y estimulante
de la agregacion plaquetaria.

— Leucotrienos: También derivan del &cido
araquidénico pero en este caso, la enzima
implicada en su sintesis es la lipoxigenasa. El
leucotrieno D4 juega un papel importante en las
reacciones anafilacticas al estimular la
broncoconstriccion.
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Figura 1. Esquema de la clasificacion de los lipidos segin su naturaleza quimica. Elaboracién propia

EL METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

Los lipidos presentan un caracter hidrofébico y por tanto han
de ser transportados en sangre formando parte de las
lipoproteinas. Las lipoproteinas son agregados esféricos que
contienen lipidos hidrofébicos en el nucleo (triglicéridos y
ésteres de colesterol) y lipidos anfipaticos (aquellos que al
menos tienen un grupo polar) en la superficie como colesterol
libre y fosfolipidos. En la superficie de las lipoproteinas
también se localizan ciertas proteinas que reciben el nombre
de apolipoproteinas.

Las lipoproteinas se clasifican segun su densidad, tamafio,
componente lipidico y tipo de apolipoproteina mayoritaria en
su composicion. Asi en el torrente sanguineo encontraremos
las siguientes lipoproteinas (de menor a mayor densidad):
quilomicrones, VLDL, LDL y HDL

Estas lipoproteinas se pueden separar mediante
ultracentrifugacion y electroforesis. Las lipoproteinas de
mayor tamafio migran menos en la electroforesis y la de
menor densidad y por tanto mayor componente lipidico son
las que ocupan una posicion mas elevada en el tubo tras la
centrifugacion.

e Quilomicrones y remanentes de quilomicrones:

Los quilomicrones participan en el transporte de los lipidos
exogenos procedentes de la dieta a los distintos tejidos
especialmente al tejido adiposo y al higado. Estas
lipoproteinas se sintetizan en el intestino y presentan un alto
contenido en triglicéridos. Las principales lipoproteinas que
poseen son la ApoC2, la ApoB48 y la ApoE.

ApoC2 actia como cofactor de la lipoprotein lipasa, una
enzima que se encuentra en el endotelio de los capilares y
que hidroliza los triglicéridos de estas lipoproteinas a glicerol
y acidos grasos libres para que éstos ultimos puedan ser
captados por las células. Los quilomicrones que han perdido
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los triglicéridos pero que todavia son ricos en colesterol se
denominan remanentes de quilomicrones y van a ser
retirados de la circulacion fundamentalmente por el higado a
través del receptor LRP capaz de reconocer la ApoE
presente en la superficie de estas lipoproteinas.

ApoB48 por su parte, desempefia un papel estructural
confiriendo estabilidad a la lipoproteina.

e VLDLyLDL:

Las VLDL son las encargadas de transportar los triglicéridos
y el colesterol que se sintetizan en el higado al resto de los
tejidos, por tanto, estas lipoproteinas son ricas en
triglicéridos 'y colesterol de origen enddgeno; como
apoproteinas presentan ApoB100, ApoC2 y ApoE.

Tras la accion de la lipoprotein lipasa, las VLDL se convierten
en LDL las cuales presentan un alto contenido en colesterol.
A través de ApoB100, las LDL van a ser captadas por las
células de distintos tejidos que utilizaran el colesterol para la
sintesis de membranas bioldgicas o como precursor de otras
moléculas de interés.

e HDL:

Las HDL se encargan de transportar el exceso de colesterol
desde los tejidos hasta el higado. Estas lipoproteinas son
sintetizadas fundamentalmente por el higado en forma de
HDL naciente (HDLn), unas particulas pobres en lipidos,
pero ricas en ApoAl.

ApoAl sirve como cofactor a la enzima Lecitina Colesterol
Acil Transferasa (LCAT), que se encarga de sintetizar
ésteres de colesterol (los cuales pasaran a formar parte de
las HDL) a partir de los fosfolipidos y el colesterol presente
en la superficie de las células o de otras lipoproteinas ricas
en lipidos como las VLDL o los quilomicrones.
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Las HDL pueden ser retiradas por el higado a través del
receptor LRP que reconocera la apoproteina ApoE presente
en la superficie de estas particulas o bien pueden ceder sus
ésteres de colesterol a los remanentes de quilomicrones y
LDL a cambio de triglicéridos gracias a la acciéon de la
Proteina Transportadora de Esteres de Colesterol (CETP)
para que sean estas Ultimas lipoproteinas las que sean
retiradas de la circulacion.

DISLIPEMIAS

Las alteraciones del metabolismo lipidico pueden ser
primarias (genéticas) o secundarias a otra patologia.

Una alteracion de las lipoproteinas casi siempre se traduce
en una alteracion en la concentracién de los lipidos.

Los sintomas mas comunes que aparecen en las distintas
dislipemias son: arco senil, xantomas (tipico de
hipertrigliceridemia) y xantelasma (comdn en
hipercolesterolemia).

e Clasificacién de las dislipemias primarias:
1. Hiperquilomicronemia:

Cursa con elevacion de quilomicrones.

Se produce debido a un déficit de la LPL o de apoC2 de modo
que se dificulta la hidrdlisis de los triglicéridos.

Se ftrata de una enfermedad genética con herencia
autosémica recesiva.

Se observan cifras de triglicéridos superiores a 1.000 mg/dL
en estado postpandrial.

La hipertrigliceridemia puede originar pancreatitis aguda que
constituye una urgencia clinica.

— Relacién entre la hipertrigliceridemia y la pancreatitis
aguda:

La base fisiopatologica de la pancreatitis aguda por
hipertrigliceridemia no esta clara, pero se han propuesto dos
posibles mecanismos:

— El primero es el dafio directo por los acidos
grasos; cuando se supera la capacidad de
transporte de estos por parte de la albimina,
aumenta su toxicidad. Al atravesar la
circulacion de los acinos pancreéticos, el medio
acido provocado por los acidos grasos puede
llevar a la activacion de las enzimas
pancreaticas produciendo un dafio sobre el
érgano.

— El segundo mecanismo parece estar mediado
por los quilomicrones, que generan una
obstruccion de la circulacion distal del pancreas
causando isquemia que puede alterar la
arquitectura acinar y general la liberacion de las
enzimas pancreéticas.

2. Hiperlipidemia familiar combinada:
Cursa con elevacién de LDL y VLDL.

Las causas bioquimicas de esta alteracion alin no se
conocen, aunque se ha observado una sintesis excesiva de
apoB.

Estos pacientes pueden presentar hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia moderada o ambas y las alteraciones
incluso pueden cambiar a lo largo del tiempo.

Constituye un elevado riesgo de enfermedad cardiaca.
3. Hipertrigliceridemia familiar:
Cursa con elevacion de las VLDL sin incremento de apoB

Se detecta hipertrigliceridemia entre 250-500 mg/dL con
cifras de colesterol en rango.

Suele ser asintomética y se diagnostica como hallazgo
casual en un anélisis bioquimico habitual.

Se ha relacionado con un mayor riesgo de obesidad y de
diabetes tipo 1.

4. Hipercolesterolemia familiar:
Cursa con elevacion de LDL.

Se produce debido a un fallo en los receptores de LDL bien
sea en su sintesis, transporte a la membrana, capacidad para
interaccionar con ApoB100 o para producir una correcta
endocitosis.

Se trata de una enfermedad genética con herencia
autosémica dominante

Cursa con niveles muy elevados de colesterol en sangre
(300-700 mg/dL).

5. Disbetalipoproteinemia:

Se produce en pacientes homocigotos que solo expresan
apoE2 dado que esta variante no es capaz de interaccionar
con el receptor LRP.

Se origina un incremento de los niveles séricos de QM y
VLDL.

Cursa con niveles elevados de colesterol y triglicéridos.
Esta dislipemia se considera muy aterogénica.
e Dislipemias secundarias:

A diferencias de las anteriores, este tipo de patologias son
secundarias a algun otro trastorno y no tienen una causa
genética.

Distintas enfermedades, farmacos o malos habitos dietéticos
pueden causar una alteracion del metabolismo de las
lipoproteinas.

Esta alteracion del metabolismo puede originar
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia o ambas.

Entre las patologias que se asocian secundariamente a
dislipemias se encuentran: la diabetes mellitus, la
insuficiencia renal, la gota y las hepatopatias.

Todas estas alteraciones deben descartarse antes de
sospechar una dislipemia primaria.

EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa
de muerte en los paises desarrollados, representando un
tercio del total de fallecimientos. Dado que estas patologias
se asocian a niveles elevados de LDL-colesterol, intentar
reducir estos niveles se ha convertido en uno de los objetivos
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principales para de los sistemas nacionales de salud y para
ello es fundamental conocer el metabolismo del colesterol.

Las dos fuentes principales del colesterol son la dieta y la
sintesis enddgena.

e Biosintesis de colesterol:

La biosintesis del colesterol tiene lugar fundamentalmente en
el citosol y en el reticulo endoplasmatico liso de los
hepatocitos.

En primer lugar, dos moléculas de acetil-CoA citosdlicas se
condensan para formar el acetoacetil-CoA en una reaccion
catalizada por una tiolasa. A continuacion, este acetoacetil-
CoA se condensa con otra molécula de acetil-CoA para
formar el B-hidroxi-metilglutaril-CoA o HMG-CoA por accion
de la HMG-COoA sintasa.

El paso de HMG-CoA a mevalonato es el paso limitante en
la biosintesis de colesterol. Esta reaccion esta catalizada por
la HMG-CoA reductasa (una enzima integral de la membrana
del reticulo endoplasmaético liso) y sobre ella recae la mayor
parte de la regulacion de la biosintesis del colesterol.
Ademas, esta reaccion consume 2 moléculas de NADPH.

Una vez en el citosol este mevalonato se activa mediante 3
fosforilaciones consumiendo 3 moléculas de ATP.
Posteriormente, tiene lugar una reaccion de descarboxilacion
de modo que se forma el isopentenil-pirofosfato que por
isomerizacion origina dimetilalil-pirofosofato. Estas dos
moléculas se condensan para formar el geranil-pirofosfato, el
cual a su vez se condensa con otro isopentenil-pirofosfato
para originar el farnesil-pirofosfato.

Por ultimo, dos moléculas de farnesil-pirofosfato se vuelven
a condensar para dar lugar al escualeno en una reaccion
dependiente de NADPH. A continuacion, este escualeno es
atacado por una oxidasa que va a introducir un grupo epoxido
entre el C2y C3 lo que facilita que la estructura del escualeno
se cicle para formar el lanosterol. Este lanosterol va a sufrir
mas de quince reacciones quimicas hasta originar el 7-
dehidrocolesterol que finalmente se reduce a colesterol.

Niveles elevados de colesterol intracelular van a activar a la
encima Acil-CoA-Colesterol-AcilTransferasa (ACAT) que
cataliza la sintesis de ésteres de colesterol a partir de
colesterol y de acil-CoA favoreciendo asi su
almacenamiento. Por otro lado, también van a inhibir la
expresion del receptor de LDL y en el higado también
inhibiran la expresion de la enzima HMG-CoA reductasa, la
principal enzima reguladora de la ruta.

El colesterol desempefia una importante funcion estructural
al formar parte de las membranas bioldgicas. Ademas,
también es un precursor de muchas moléculas de interés,
entre las que se encuentran las hormonas esteroideas. Por
otro lado, el 7-dehidrocolestrol también puede ser empleado
para sintetizar vitamina D3 a nivel cutéaneo.

Por Gltimo, en el higado, el colesterol puede ser utilizado para
sintetizar los acidos biliares, los cuales se liberan al intestino
para emulsionar los lipidos y favorecer asi su digestion. La
produccién de acidos biliares comienza con la hidroxilacion
del colesterol, la etapa limitante del proceso es la primera
reaccion que esta catalizada por la 7-alfa-hidroxilasa. Los
acidos biliares primarios mas importantes que se sintetizan
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en el higado son el acido coélico y el quenodesoxicolico que
se conjugan con glicina o taurina para originar las sales
biliares las cuales se almacenan en la vesicula biliar para
liberarse al duodeno durante la digestion. Un porcentaje de
estas sales se reabsorbe posteriormente en el ileon mientras
que el resto se elimina con las heces.

METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS

Los triglicéridos constituyen la principal reserva de energia
del organismo dado que la oxidacién de &cidos grasos
produce mas ATP que la oxidacion de la glucosa. Los acidos
grasos pueden llegar a los tejidos como triglicéridos o como
acidos grasos libres.

Los triglicéridos van a ser transportados por los
quilomicrones o por las VLDL en funcién de su origen. La
lipoprotein lipasa va a degradar los triglicéridos de ambos
tipos de lipoproteinas a glicerol y acidos grasos libres que
podran ser captados por las células.

Por otro lado, determinadas hormonas como el glucagény la
adrenalina pueden estimular la lipolisis sobre el tejido
adiposo de modo que se van a degradar los triglicéridos
almacenados en este tejido a glicerol y acidos grasos libres
que seran liberados al torrente circulatorio. Estos acidos
grasos van a ser transportados por la albumina hasta los
distintos tejidos.

1. B-oxidacién de los &cidos grasos:

La beta-oxidacion de los acidos grasos ocurre en la matriz
mitocondrial y para ello los 4cidos grasos deben penetrar al
interior de la mitocondria. Los acidos grasos de mas de 12
atomos de carbono deben convertirse en acil-CoA para
adentrarse en la matriz mitocondrial. Esta reaccion esta
catalizada por la Acil-CoA sintetasa una enzima localizada
en la membrana mitocondrial externa y que va a consumir
dos enlaces fosfato de alta energia del ATP para llevar a
cabo la reaccion.

A continuaciéon, también en la membrana mitocondrial
externa, el acil-CoA se va a transformar en acil-carnitina para
poder atravesar la membrana mitocondrial interna. Una vez
en la matriz se volvera a regenerar el acil-CoA. Estas
reacciones estan catalizadas por las carnitina-acil
transferasas.

Ya en la matriz mitocondrial, los acil-CoA van a sufrir la beta
oxidacion que consta de 4 etapas:

- Una deshidrogenacion catalizada por la Acil-CoA
deshidrogenasa que va a reducir un FAD a FADH y a
introducir un doble enlace en el interior de la cadena
hidrocarbonada.

- A continuacion, tiene lugar una hidratacion catalizada
por la enoil-CoA hidratasa que origina la incorporacién
de un grupo hidroxilo en la molécula.

- Posteriormente, se produce una deshidrogenacion
catalizada por la L-beta-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
que va a reducir un NAD a NADH oxidando el grupo
hidroxilo a carbonilo.
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de colesterol. Tomado de Berg JM et al, 2007
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- Por dltimo, va a actuar una tiolasa que utilizando el grupo
carbonilo va a liberar un acetil-CoA reduciendo en 2
atomos de carbono la cadena de acil-CoA de partida que
volvera a sufrir otro ciclo de beta oxidacion.

Por tanto, en cada ciclo de beta-oxidacion se va a generar un
NADH, un FADH y un acetil-CoA, salvo en el dltimo ciclo en
el que se van a liberar 2 acetil-CoA. Si el &cido graso tiene
un nimero impar de atomos de carbono, en el Gltimo ciclo se
liberara un acetil-CoA y un propionil-CoA que se degradara a
través de otra ruta enzimética. Los dos cofactores reducidos
cederdn sus electrones a la cadena respiratoria para
contribuir a la sintesis de ATP mientras que el acetil-CoA
sera oxidado en el ciclo de Krebs.

El paso limitante en la oxidacion de los acidos grasos es la
transferencia de los acil-CoA al interior de la mitocondria. De
este modo, la principal regulacion de la ruta recae sobre la
carnitina-acil transferasa | que se va a inhibir por malonil-
CoA, el primer intermediario en la biosintesis de &acidos
grasos. Esta ruta se activa ante un exceso de glucidos por lo
gue en estas situaciones no es necesaria la oxidacion de los
acidos grasos ya que las células obtendran energia gracias
a la oxidacion de la glucosa.

2. Biosintesis de acidos grasos:

El higado va a sintetizar acidos grasos ante un exceso de
glucidos y los va a exportar al resto de los tejidos en forma
de VLDL.

La sintesis de acidos grasos va a tener lugar en el citoplasma
y para ello se necesita poder reductor en forma de NADPH y
acetil-CoA. Tanto el NADPH como el piruvato proceden del
metabolismo de la glucosa de modo que la biosintesis de
lipidos se estimulara ante un exceso de glicidos.

El acetil-CoA se genera en el interior de la mitocondria y debe
ser exportado al citosol para iniciar la sintesis de acidos

grasos. Sin embargo, la membrana mitocondrial interna es
impermeable a este metabolito. Para solventar este
obstaculo, en la mitocondria el acetil-CoA se va a condensar
con oxalacetato para originar citrato en una reaccion
catalizada por la citrato sintasa. Este citrato ya puede
atravesar la membrana mitocondrial interna y salir al citosol;
una vez alli regenerara el acetil-CoA y el oxalacetato por
accion de la ATP-citrato liasa que para llevar a cabo esta
reaccion consumird una molécula de ATP.

El oxalacetato se convertira en malato por la malato
deshidrogenasa que a su vez va a oxidar una molécula de
NADH a NAD. Este malato sera atacado por la enzima malica
para generar NADPH y piruvato. El NADPH se empleara para
la biosintesis de acidos grasos mientras que el piruvato se
adentrara de nuevo en la mitocondria donde actuard como
sustrato de la piruvato carboxilasa que consumiendo una
molécula de ATP lo convertird en oxalacetato cerrando asi el
ciclo.

Una vez en el citosol, el acetil-CoA va a ser atacado por la
acetil-CoA carboxilasa, la enzima que cataliza la reaccion
limitante en la biosintesis de &cidos grasos y que va a
convertir el acetil-CoA en malonil-CoA consumiendo un
enlace de alta energia del ATP y una molécula de
bicarbonato.

A continuacion, actla la &cido graso sintasa, un complejo
multienzimatico que esta constituido por una sola cadena
polipéptidica que presenta 7 centros activos diferentes. Esta
enzima siempre va a sintetizar 4cido palmitico a partir de una
molécula de acetil-CoA, 7 malonil-CoA y 14 NADPH. El
proceso de sintesis tiene lugar mediante ciclos de 4
reacciones:

- En primer lugar, el acetil-CoA se va a condensar con el
malonil-CoA  para generar acetoacetilo que
permanecera unido a la enzima.
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- Acontinuacion, el grupo carbonilo del acetoacetilo se va
a reducir a hidroxilo al mismo tiempo que un NADPH se
oxida a NADP.

- Después, tiene lugar una reaccion de deshidratacion
sobre este grupo hidroxilo que origina la aparicion de un
doble enlace en el interior de la molécula.

- Finalmente, se produce la reduccion de este doble
enlace empleando para ello los electrones de una
molécula de NADPH.

Este ciclo se volvera a iniciar con la union de otro malonil-
CoA hasta que se haya formado el acido palmitico momento
en el que se liberard del complejo enzimatico por una
tioesterasa. La sintesis del resto de acidos grasos requiere
la participacion de desaturasas y de elongasas.

El paso limitante en la sintesis de &cidos grasos es la
reaccion catalizada por la acetil-CoA carboxilasa. Esta
enzima se ve inhibida por su producto: el malonil-CoA y
cuando esta fosforilada. Hormonas como el glucagéon y la
adrenalina promueven la fosforilacion de la enzima.

REGULACION DEL METABOLISMO LIPIDICO
e  Situacion fisioldgica:

1. Ayuno:

Durante el ayuno los niveles de glucosa en sangre bajan y
como consecuencia de ello se secreta glucagén. Esta
hormona va a originar la fosforilacion de la acetil-CoA
carboxilasa frenando la biosintesis de acidos grasos de
modo que disminuiran los niveles de malonil-CoA. Dado que
este metabolito es un inhibidor de la carnitina acil transferasa,
esta enzima va a estar muy activa y se va a potenciar el
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transporte de acidos grasos al interior de la mitocondria para
su oxidacion. El acetil-CoA generado en la (-oxidacion se
utilizard en parte para la produccion de cuerpos ceténicos,
unos sustratos energéticos alternativos a la glucosa que
seran captados desde la sangre por ciertos tejidos. El
glucagon también va a causar la inhibicion de la HMG-CoA
reductasa reduciendo asi la sintesis de colesterol.

2. Situacion postpandrial:

Por el contrario, en situaciones en las que hay un exceso de
hidratos de carbono, se va a secretar insulina. Esta hormona
va a potenciar la desfosforilacion de la HMG-CoA reductasa
incrementando asi la produccién de colesterol. Ademas,
promovera la desfosforilacion y, por tanto, activacién de la
acetil-CoA carboxilasa estimulando la biosintesis de &cidos
grasos, incrementado asi los niveles de malonil-CoA lo que
inhibird a la carnitina acil transferasa frenando el transporte
de acidos grasos a la mitocondria ya que en esta situacion
las células obtendran energia gracias a la oxidacion de la
glucosa. Los triglicéridos y el colesterol sintetizados se
exportaran al resto de los tejidos en forma de VLDL.

e  Sijtuacion en obesidad y diabetes:

La regulacion fisioldgica del metabolismo se va a ver alterada
en determinadas patologias como la obesidad y la diabetes.

En los pacientes obesos, cuando el tejido adiposo supera un
determinado limite (definido por factores genéticos y
ambientales) se desencadena una reaccién inmunolégica
sobre el mismo, que origina una liberacibn masiva de
citoquinas proinflamatorias. Estas citoquinas van a estimular
la lipolisis de modo que el tejido adiposo va a degradar los
triglicéridos almacenados a glicerol y acidos grasos que se
liberaran al torrente circulatorio.
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Figura 4. Esquema de la biosintesis de los &cidos grasos saturados.
Tomado de Berg JM et al, 2007
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Estos acidos grasos van a ser capturados fundamentalmente
por el higado el cual los utilizara para obtener energia y para
formar las VLDL. Sin embargo, cuando la cantidad de &cidos
grasos captados por el higado es excesiva, estos comienzan
a almacenarse en forma de triglicéridos sobre el propio tejido
hepatico dando lugar a pequefias gotas de grasa que
finalmente provocaran la aparicion de esteatosis hepatica.

Los triglicéridos son compuestos inertes, pero sus
metabolitos (diacilglicéridos y ciertos fosfolipidos) pueden
alterar las rutas de sefializacion de los hepatocitos.
Concretamente interfieren en las rutas de sefalizacion
desencadenadas por la insulina, lo que explica el fenémeno
de resistencia a la insulina que se asocia a la obesidad y que
finalmente puede llevar al desarrollo de diabetes tipo II.

Por otro lado, los pacientes diabéticos cursan con
hiperglucemias mantenidas. El exceso de glucosa sanguinea
va a ser captada por el higado y utilizada para sintetizar
colesterol y acidos grasos. Estos dos lipidos se utilizan para
formar VLDL que se exportan a la circulacion. Al igual que
ocurria en el caso anterior, ante un exceso de acidos grasos
en el higado, estos comienzan a almacenarse en forma de
triglicéridos sobre el propio tejido hepatico lo que a la larga
origina la aparicion de esteatosis hepatica.
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FORMACION DE LA ORINA

La orina es un ultrafiltrado del plasma que se produce en los
rifiones, concretamente en el glomérulo y a medida que
circula por los tdbulos, va modificando su volumen y
composicién. Esta varia en funcion de la necesidad de
retener o eliminar ciertos solutos siendo la eliminacion del
exceso de estos y del agua, asi como los productos del
metabolismo y sustancias extrafias, la principal funcién de la
orina.

En general, la orina estd compuesta por un 95% de agua y
un 5% de solutos disueltos en ella. La urea representa casi
la mitad del total de los componentes sdlidos disueltos. Es un
producto de desecho metabdlico producido en el higado
como consecuencia del catabolismo de las proteinas y
aminoacidos. Otras sustancias organicas presentes en la
orina son la creatinina y el acido Urico.

URIANALISIS
e Definicion

El término urianalisis hace referencia al conjunto de pruebas
qgue forman parte del estudio de la orina y ayudan al cribado
de infecciones del tracto urinario (ITU), enfermedad renal o
enfermedades sistémicas que cursen con afectacion renal.
También es importante para el seguimiento y la
monitorizacién del tratamiento de enfermedades como la
diabetes mellitus y la hipertension arterial, asi como para la
identificacion precoz de enfermedades hepéticas, trastornos
hemoliticos y trastornos del metabolismo de los hidratos de
carbono.

e Generalidades

El urianalisis consta de dos partes, el estudio del sistematico
de la orina o tira reactiva, y el estudio del sedimento.

En el sistematico de orina se estudian tanto aspectos fisicos
como quimicos de esta. Entre los aspectos fisicos se
encuentran el color, densidad, volumen (en orina 24 horas) y
entre los aspectos quimicos se hallan el pH, glucosa,
proteinas, sangre, leucocitos, nitritos, cuerpos cetonicos,
bilirrubina, y urobilinégeno.

El estudio del sedimento consiste en la visualizacién al
microscopio de los distintos elementos formes que pueden
aparecer en orina, tras centrifugacion de la muestra.

Es importante que el uriandlisis se realice a la mayor
brevedad posible tras la recoleccion de la muestra
(aproximadamente entre 2-4 horas tras la recoleccion)
debido a la labilidad de esta. En caso de estudiarse a
posteriori, es conveniente su conservacion en nevera a 4°C
y en recipientes cerrados. Entre las alteraciones que puede
sufrir la orina por una demora de su estudio encontramos:

- Destruccion de leucocitos y hematies

- Proliferacién de bacterias
- Degradacion de la glucosa por consumo celular

- Aumento del pH por formacién de amoniaco como
resultado de la degradacién bacteriana de la urea

- Oxidacion de la bilirrubina y el urobilinogeno

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la recoleccion
de la muestra. Si la orina recogida es de miccion espontanea,
es conveniente lavar bien los genitales y recoger solo la orina
intermedia eliminando la primera y Ultima porcién de la
miccion. Si el paciente es portador de una sonda, la muestra
recogida nunca debera ser de la orina estancada en la bolsa
0 sonda, sino que debe ser una toma fresca.

e Sistemaético

Comprende el estudio de parametros fisicoquimicos de la
orina. Se lleva a cabo mediante el empleo de tiras reactivas
que son unas cintas de plastico o papel con almohadillas con
distintas sustancias quimicas que reaccionan con los
distintos componentes de la orina dando un color
caracteristico medible de forma visual o automatica con
equipos de reflexion. El empleo de estas tiras permite
conocer de forma semicuantitativa la concentracion de los
diferentes componentes urinarios de interés clinico.

Densidad

El estudio de la densidad aporta informacion acerca de la
hidratacién del paciente y la capacidad renal de concentrar
la orina. Los valores de referencia de este parametro son
desde 1,016 hasta 1,022.

Densidades muy elevadas pueden estar provocadas por un
aumento de la concentracion de glucosa en la orina o
glucosuria o una secrecién inapropiada de hormona
antidiurética. Por otra parte, la densidad puede verse
disminuida por la toma de diuréticos, en hiperaldosteronismo,
diabetes insipida, insuficiencia suprarrenal...

pH

Los rifiones en condiciones normales producen una orina con
un pH entre 5 y 8 aunque normalmente este se sitda entre
55y6,5.

La determinacion del pH urinario es util en el manejo de
calculos en el tracto urinario al facilitar la clasificacion de los
cristales ya que su precipitacion depende del pH. También
es util en la evaluacion del equilibrio acido-base ya que
facilita la determinacion de la existencia de este tipo de
trastornos sistémicos.

Un pH menor de 7 es comin en acidosis metabdlicas,
acidosis respiratoria por retencién de CO:2 o por el consumo
de algunas sustancias quimicas o medicamentos.
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Un pH mayor de 7 puede deberse a un déficit grave de
potasio, ingestion de diuréticos, voOmitos, alcalosis
metabdlica o alcalosis respiratoria por hiperventilacion.

Proteinas

Este test tiene especial sensibilidad frente a la albumina. Sin
embargo, una concentracion de hemoglobina elevada, como
puede observarse en hematurias intensas, puede causar
falsos positivos. No todas las proteinurias son patolégicas y
entre ellas estan:

- Proteinuria transitoria o0 benigna donde no aparecen
elementos formes en el sedimento. Se da en
situaciones de estrés, ortostatismo, embarazo...

- Proteinuria prerrenal: proteinuria frecuentemente
transitoria causada por situaciones que afectan al
plasma antes de alcanzar el rifién.

- Proteinuria renal: puede verse producida por un
sindrome nefrético, glomerulonefritis...

- Proteinuria post renal: es consecuencia de una
inflamacién de la vejiga o préstata y de hemorragias
en el tracto urinario.

Glucosa

En condiciones normales, la glucosa filtrada por el glomérulo
se reabsorbe casi en su totalidad en el tubulo contorneado
distal. Una elevacion de glucosa en orina (glucosuria)
aparece en hiperglucemias tan elevadas que exceden la
capacidad de reabsorcién del tdbulo. Esta situacion es
comun en diabetes mellitus, diabetes gestacional, sindrome
de Cushing, tras una ingesta excesiva de hidratos de
carbono... En otras ocasiones se encuentra glucosuria sin
hiperglucemia lo que se da cuando se ve afectada la
reabsorcion de glucosa por los tubulos renales. Esto es
conocido como glucosuria renal y se observa en la
enfermedad renal en fase terminal, la cistinosis (acumulacion
de cristales de cistina en el interior de las células del rifon,
cérnea y otros tejidos) y en el sindrome de Fanconi.

Leucocitos

Los leucocitos excretados en orina son casi exclusivamente
granulocitos y monocitos. Estos se ven aumentados en
infecciones del tracto urinario, asi como en inflamaciones
renales y del tracto urogenital. Una presencia elevada de
leucocitos en orina se conoce como piuria.

Sangre

La presencia de sangre en la orina es conocido como
hematuria y esta puede ser provocada por distintas causas:

- Hematuria patolégica: dafio glomerular, dafio renal
no glomerular o sangrado en otras zonas del tracto
urinario.

- Hematuria fisioldgica: menstruacion, ejercicio
intenso...

Cuerpos cetbénicos

La acetona, el beta hidroxibutirato y el acido acetoacético
constituyen lo que se conoce como cuerpos cetdnicos. Ante
un aporte insuficiente de hidratos de carbono se promueve la
beta oxidacion de los éacidos grasos con la consiguiente
formacion de estos compuestos.
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Este parametro se emplea para el seguimiento de pacientes
con diabetes mellitus tipo | o insulinodependiente. También
pueden aparecer cuerpos cetonicos ante deshidratacion,
ayuno, vomitos o dietas bajas en hidratos de carbono.

Bilirrubina

En condiciones normales, la bilirrubina conjugada (soluble en
agua) no debe aparecer en orina ya que esta pasa desde el
higado al conducto biliar y de ahi, es transportada al intestino
donde sera reducida a urobilinbgeno por las bacterias
intestinales. El urobilinégeno se oxidara y se excretara como
urobilina en las heces.

Cuando este ciclo de degradacion se ve alterado en
pacientes con hepatopatias, ictericias obstructivas o
trastornos como el sindrome de Rotor o la enfermedad de
Dubin-Johnson donde se altera la secrecion de bilirrubina,
esta bilirrubina conjugada aparece en orina.

Es importante destacar que la bilirrubina que aparece en
orina no esta provocada por ictericia debido a hemodlisis ya
que esta bilirrubina es insoluble en agua al no sufrir el
proceso de glucuronidacion (conjugacion con &cido
glucurdnico) lo que permite determinar la causa de una
ictericia clinica.

Urobilinégeno

El urobilinégeno es el producto final de la degradacion de
bilirrubina conjugada y puede aparecer en orina en
cantidades muy pequefias. Sin embargo, cuando su
concentracion se ve aumentada puede deberse a
hepatopatias o trastornos hemoliticos.

Nitritos

La presencia de nitritos en orina es indicativa de infeccion
bacteriana por bacterias reductoras de nitratos.

La determinacién de nitritos en orina es una prueba muy
especifica pero poco sensible ya que un resultado positivo
confirma la presencia de este tipo de bacterias, pero uno
negativo no descarta la posible infeccion por bacterias no
reductoras de nitratos o incluso por bacterias reductoras,
pero en una concentracion no muy elevada por lo que no
producen el nitrito suficiente para positivizar la
determinacion.

e Sedimento

Examen microscépico de la orina cuya finalidad es la
identificacion de distintos elementos formes como células,
cilindros, cristales y microorganismos. Se puede llevar a
cabo de forma manual centrifugando la orina 3 minutos a
1500 rpm y visualizando posteriormente en microscopio
Optico o en equipos automatizados que centrifugaran la orina
en cubetas pequefas y realizaran fotos que posteriormente
se podran observar en un ordenador.

Células descamativas

Las células presentes en la orina pueden proceder de los
rifones o de cualquier otro punto del aparato urinario,
incluyendo los genitales externos.

Es habitual la presencia de estas células en la orina como
consecuencia de una descamacion fisiologica del epitelio
urinario. Es por ello que se recomienda la recogida de la
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fraccion intermedia de la orina ya que asi se evita la
presencia de una elevada cantidad de estas células
impidiendo la visualizacion de otros elementos.

Las células descamativas pueden proceder de distintas
partes del tracto urinario presentando una morfologia
diferente segun éste:

1. Células epiteliales escamosas:

Proceden de los revestimientos de la vagina y la uretra
femenina, asi como de la porcion inferior de la uretra
masculina. Carecen de importancia patolégica.

Figura 1. Células epiteliales escamosas en orina. Tomada
de: Menasoft. Servicio de Bioguimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre

2. Células transicionales:

Figura 2. Células transicionales en orina. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre

Figura 3. Células renales en orina. Tomada de: Menasoft.
Servicio de Bioquimica clinica. Hospital Universitario 12 de
Octubre

Originarias del revestimiento de la pelvis renal, los calices
renales, la uretra y la vejiga y de la porcion superior de la
uretra masculina.

3. Células renales:

Son las células de revestimiento que poseen un mayor
significado patolégico al proceder de los tdbulos renales.

4. Células atipicas

Entre estas células atipicas podemos encontrar células de
transicion binucleadas, células vacuoladas o distintas células
con atipias morfolégicas que pueden ser indicativas de
infecciones virales o procesos neoplasicos. La visualizacién
de estas células en la orina debe reflejarse en el informe.

Figura 4. Células atipicas en orina. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre.

Hematies

Es necesario confirmar la hematuria con la observacién de al
menos tres hematies por campo, aunque en ocasiones, ante
hemdlisis marcadas es probable no observar ninguno. La
hematuria puede ser microscopica, si esta es solo objetivable
al microscopio siendo el color de la orina normal, o
macroscopica, si la orina es coloreada y se observan més de
50 hematies por campo.

Los hematies pueden adquirir distintas formas segun la
osmolaridad de la orina. En orinas hipotonicas los hematies
se hinchan y se lisan liberando su hemoglobina y dejando
solo la membrana celular (hematies fantasma). En orinas
hiperténicas pierden su contenido celular reduciendo su
tamafio. También pueden aparecer hematies dismorficos
que presentan una alteracion de la morfologia. Es importante
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Figura 5. Hematies en orina. A la izquierda, hematies de aspecto normal. A la derecha, hematies dismorficos. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital Universitario 12 de Octubre

informar de su presencia si esta es superior a un 20% ya que Leucocitos

es indicativo de alteracion glomerular. . . .
9 Los leucocitos se caracterizan por la granulosidad de su

citoplasma y la presencia de ndcleo. A veces se pueden
encontrar formando agregados leucocitarios.

Espermatozoides

Se identifican con facilidad por sus cabezas ovaladas y
flagelos largos. En hombres, un elevado numero de
espermatozoides en orina puede ser indicativo de
eyaculacion retrograda.

Microorganismos

Es bastante habitual la presencia de ciertos agentes
patégenos en la orina. Entre ellos estan:

1. Bacterias:

Para que su hallazgo sea relevante su presencia debe ir
unida a la aparicién de leucocitos siendo sugestivo de ITU.

Figura 6. Leucocitos en orina. Tomada de: Menasoft.
Servicio de Bioguimica clinica. Hospital Universitario 12 de
Octubre

Figura 8. Espermatozoides en orina. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre

Figura 7. Levaduras y filamentos de hongos (hifas) en
orina. Tomada de: Menasoft. Servicio de Bioquimica
clinica. Hospital Universitario 12 de Octubre
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2. Hongos:

Se pueden encontrar tanto en forma de levaduras
(uniformes, ovoides, a veces se aprecia la gemacion) como
en forma de filamentos o hifas.

3. Parasitos:

El mas frecuente es Trichomonas vaginalis, un agente de
transmision sexual. Se caracterizan por la presencia de
flagelos en sus extremos y su movilidad en el fresco.
También se pueden encontrar huevos de parasitos, como
Enterobius vermicularis, aunque es poco frecuente.

Figura 9. Trichomonas vaginalis en orina. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre

Cilindros

El principal componente de estos elementos formes es la
glucoproteina de Tamm-Horsfall. Se forman estos acimulos
en los tlbulos renales como consecuencia de la precipitacion
de esta proteina y a ellos se pueden adherir otros elementos
como células u proteinasdando lugar a los distintos cilindros
conocidos  (hialino, granuloso, céreo, leucocitario,
eritrocitario, graso).

Figura 10. Cilindro céreo en orina. Tomada de: Menasoft.
Servicio de Biogquimica clinica. Hospital Universitario 12 de
Octubre

Moco

Las glandulas y las células epiteliales del tracto
genitourinario inferior y las células epiteliales de los tibulos
renales segregan un material proteico conocido como moco.
Este, en ocasiones, aparecen en orina sin tener relevancia
clinica.

Figura 11. Moco en orina. Tomada de: Menasoft. Servicio de
Bioquimica clinica. Hospital Universitario 12 de Octubre

Cristales

Cuando la orina estd sobresaturada con un compuesto
cristalino o cuando se alteran las propiedades de solubilidad
se forman cristales. Si la precipitacion tiene lugar en el rifion
0 en otra forma del aparato urinario estos cristales se
conocen como calculos.

La formacién de los cristales depende del pH de la orina;
segun este, precipitaran unos u otros. En orinas &cidas es
comun encontrar acido Urico, uratos amorfos, urato sddico y
oxalato célcico; mientras que en orinas béasicas apareceran
fosfato triple, fosfatos amorfos, carbonato célcico, biurato
amoénico y urato amonico. Estos cristales no son patolégicos.
Sin embargo, en otras ocasiones aparecen cristales que si
estan asociados a patologias entre los que se encuentran la
cistina, tirosina, colesterol, bilirrubina...

Artefactos

Por ultimo, es frecuente encontrar orinas contaminadas en
mayor o menor medida. Algunos de los contaminantes mas
comunes son: almidén (aparece cuando se emplea fécula de
maiz como los polvos de talco), fibras textiles o
contaminacion fecal.

Figura 13. Artefactos de almidén en orina. Tomada de:
Menasoft. Servicio de Bioquimica clinica. Hospital
Universitario 12 de Octubre
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Figura 12. A la izquierda, cristales de acido Urico en orina. A la derecha, cristales de fosfato triple en orina. Tomadas
de: Menasoft. Servicio de Bioguimica clinica. Hospital Universitario 12 de Octubre
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EL ENDOTELIO: ESTRUCTURA

Los nutrientes transportados por el sistema circulatorio son
extravasados a los tejidos para cubrir las necesidades de
los mismos; de igual forma, los residuos son recogidos y
después eliminados por filtracion en higado y rifiones. Este
transporte de sustancias y células entre la sangre y el tejido
circundante es controlado por el endotelio vascular.

El endotelio vascular es una capa delgada de células
escamosas simples que recubren la superficie interior de
todo el sistema cardiovascular, desde las arterias y venas
mas grandes hasta los capilares mas pequefios.

Constituye un limite critico entre la sangre circulante y los
tejidos subyacentes. En los vasos mas grandes, como las
venas y las arterias, la pared del vaso consta de células
endoteliales (CE), células de miusculo liso y fibras
elasticas. En los capilares, sin embargo, las CE constituyen
toda la pared de los vasos sanguineos. Crean una gran
superficie con una permeabilidad relativamente alta para el
intercambio de gases, fluidos, electrolitos y
macromoléculas.

El endotelio ha sido pesado (3,5-4,5 Kg) y medido, con una
superficie total equivalente a seis canchas de tenis (mas de
1000 m2). Es considerado el mayor “érgano virtual” del
organismo, multifuncional, parcelado y especializado®.

e Heterogeneidad fenotipica de las CE

Existe una diferencia entre arterias, venas y capilares, asi
como dentro de una variedad de lechos de vasos de
organos especificos 23

El endotelio de las arterias es continuo, con un importante
papel a la hora de regular el tono muscular de la capa
subyacente, y se encuentra preparado para soportar una
presion mayor. Las células se encuentran alineadas en la
direccion del flujo, para minimizar las fuerzas de rozamiento
ejercidas por la sangre y fuertemente unidas.

Las células de las venas, por el contrario, aunque tampoco
permiten el transporte de nutrientes, se encuentran
dispuestas de forma mas regular, sin una direccion concreta
dado que la presién a la que se encuentran expuestas es
mucho menor. Esta baja presién obliga, no obstante, a la
presencia de valvulas a intervalos regulares para impedir el
reflujo de la sangre.

Hay tres tipos de capilares: capilares continuos, fenestrados
y discontinuos.

Los capilares continuos son conductos de baja
permeabilidad ubicados en el musculo esquelético, corazén,
tejido adiposo, pulmdn, piel y el sistema nervioso central,
donde los espacios intercelulares son estrechos y la
membrana basal es continua para las CE.

Los capilares fenestrados se encuentran en el plexo
coroideo del cerebro y los 6rganos endocrinos donde
existen hendiduras intercelulares entre las CE vecinas, pero
la membrana basal que rodea a las CE es continua.

En el higado, la médula ésea y el bazo, los capilares
discontinuos (sinusoides) muestran espacios tanto en la
capa endotelial como en la membrana basal, por lo que
proporcionan la mayor permeabilidad.

Ademas de la diferencia entre arterias, venas y capilares, se
ha descrito heterogeneidad endotelial entre distintas
regiones del mismo érgano. Por ejemplo, ~ 84% de los
receptores vasculares de las CE de los islotes son
exclusivos del islote y no se detectan en las CE del tejido
pancreatico exocrino circundante®.

La heterogeneidad en las células endoteliales esta, ademas,
fuertemente vinculada a factores intrinsecos (por ej.,
factores genéticos) y a factores extrinsecos, tales como la
localizacién anatémica, los mediadores solubles, el contacto
célula-célula, las interacciones célula-matriz, el pH, la pO2,
las fuerzas mecanicas, etc.

e Glucocaliz endotelial

La membrana plasmética apical o luminal de la CE lleva el
sitio  del glucocdliz (GCX), red compleja de
macromoléculas®. EI glucocdliz tiene wuna estructura
multicapa que reduce el contacto de la CE con los
componentes sanguineos celulares y macromoleculares. La
mayor parte del glucocaliz esta formado por glucoproteinas
y proteoglicanos (PG)®. Su composicién y dimensiones
fluctan con las fuerzas de cizallamiento cambiantes de la
sangre turbulenta, lo que lleva a la pérdida y resintesis de
los constituyentes de GCX. La sintesis del glucocéliz es un
proceso complejo que implica multiples vias enzimatica. El
GCX participa en diferentes funciones vasculares.

FUNCIONES DEL ENDOTELIO VASCULAR

Las CE desempefian importantes roles en una variedad de
procesos patoldgicos y fisioldgicos. La mayoria de las
investigaciones se han centrado en las funciones
reguladoras de la disfuncion endotelial en la aterosclerosis,
enfermedad de las arterias coronarias, accidente
cerebrovascular, hipertension, enfermedades relacionadas
con la angiogénesis y complicaciones vasculares asociadas
a la diabetes, sin embargo, el endotelio vascular posee
importantes funciones en el mantenimiento de la
homeostasis metabdlica sistémica mediante el control del
transporte transendotelial y la secrecién de reguladores
metabolicos. La desregulacién de los procesos endoteliales
da como resultado una alteracion metabdlica, que a su vez
exacerba la disfuncion endotelial y vascular v,
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probablemente, actlla como un circuito de retroalimentacién
para el desarrollo de trastornos metabdlicos.

El endotelio podria definirse como un érgano con funciones
autocrinas, paracrinas y endocrinas, entre las que se
encuentran:

e Intercambio de nutrientes: Barrera selectiva.

El intercambio de nutrientes y compuestos entre el interior
de los vasos sanguineos y el tejido circundante se produce
principalmente en los capilares con excepcion del
intercambio de oxigeno que tiene lugar en gran medida en
las arteriolas.

— Permeabilidad basal: se produce principalmente
mediante el transporte paracelular que tiene lugar entre
las células, especialmente cuando se trata de endotelio
fenestrado o] discontinuo, pero también
transcelularmente mediante las caveolas y los
organulos vesiculo-vacuolares (VVO).

— Permeabilidad inducible: tiene lugar principalmente
durante los procesos de inflamacion, se produce
mediante la apertura de canales transendoteliales y
mediante vacuolas?.

- Transportadores:

— Transporte de glucosa: GLUT-1 y GLUT-4 se
expresan en las células endoteliales. Se han
detectado en gran cantidad en la barrera
hematoencefalica.

—  Transporte de aminoacidos: Se han identificado
numerosos transportadores de aminoacidos en
las células endoteliales, destacandose el
sistema  transportador de aminoacidos
catiénicos, particularmente el de la l-arginina,
sustrato para la sintesis de NO.

e Regulacion del tono

Debido a su ubicacion estratégica, la CE vascular es capaz
de detectar cambios hemodinamicos y sefiales transmitidas
por la sangre y responder mediante la liberacién de
sustancias vasoactivas. En condiciones fisioldgicas, los
factores de contraccion y relajacion derivados del endotelio
estan equilibrados, de modo que la homeostasis vascular se
mantiene marginalmente a favor de la vasodilatacién’.

Desde el punto de vista de la regulacién del tono vascular,
el endotelio es considerado un tejido paracrino que sintetiza
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras que afectan
directamente el estado de relajacion/contraccion del
musculo liso adyacente. Para la regulacion del tono vascular
debe de haber un equilibrio de fuerzas vasoconstrictoras y
vasodilatadoras generados por el endotelio.

Factores vasodilatadores

Las sustancias vasodilatadoras pueden ser producidas y
liberadas a través de la estimulacion de las células
endoteliales por fuerzas mecéanicas (tension de
cizallamiento o shear stress) o la activacion de receptores
de superficie por agonistas especificos (acetilcolina,
bradiquinina, adenina nucleétido difosfato, sustancia P,
etc.).
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Figura 1. Papel endotelial del NO. Tomado de: Gimbrone
MA Jr et al, 2016

La produccion de O6xido nitrico constituye la base del
mecanismo de relajacion del endotelio. El éxido nitrico es
sintetizado por accion de la enzima 6xido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS) por oxidacion de L-arginina, sintesis que
es dependiente de la concentracion de Ca2+ intra-
citoplasmatica?®.

Si bien eNOS esta activa constitutivamente, su actividad
puede ser incrementada por diversos factores como el shear
stress, hipoxia o la accién de agonistas que inducen el
aumento de calcio intracitoplasmatico (Ej.: trombina o
bradiquinina). Una vez sintetizado, el NO difunde hacia las
células musculares lisas por difusion, estimulando Ila
guanilato ciclasa (GC), la cual aumenta los niveles de cGMP
y produce la relajacion del misculo liso. Ademas, el NO
formado difunde hacia el lumen del vaso donde inhibe la
adhesion de leucocitos y plaquetas sobre el endotelio.

Existen tres formas de la NO sintetasa: tipo | o neuronal
(nNOS); tipo Il o inducible (INOS), cuya actividad es
independiente de la concentracién de Ca2+, y tipo Ill o
endotelial (eNOS) que es especifica del endotelio.

2. Prostaciclina (PGI2):

Es un metabolito del acido araquiddnico (AA) producido por
la ciclooxigenasa. La PGI2 no es sintetizada en forma
constitutiva por el endotelio por lo que no regula el tono
basal. Se libera en sitios de alteracion vascular en respuesta
al shear stress o la hipoxia; tiene un efecto sinérgico con el
NO. A diferencia del NO, produce su efecto vasodilatador a
través de receptores especificos que estan presentes en la
membrana de los musculos lisos del vaso. Su accién genera
un aumento del cAMP facilitando la disminucion de Ca2+
intracelular, induciendo la relajacién muscular y regulando
de esta forma la vasoconstriccion.

3. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(EDHF):

Bajo esta denominacién se incluyen un grupo de
compuestos generados por el endotelio que inducen
vasorelajacion. Si bien la estructura quimica no esta
totalmente establecida, esta funcién es llevada a cabo por
los acidos epoxieicosatrienoicos (EETS) que son
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metabolitos del AA generados por la enzima P450
epoxigenasa; estos EETs actlan sobre las células del
musculo liso abriendo los canales de K+ dependientes de
Ca2+ e hiperpolarizando la membrana. La importancia de
este factor de relajacién se incrementa a medida que el
diametro de las arterias disminuye.

Factores vasoconstrictores

El endotelio puede producir sustancias vasoconstrictoras,
como la prostaglandina H2, la endotelina-1, el tromboxano
A2 (TXAZ2) o los aniones superoéxido.

1. Endotelinas:

Son una familiay formada por 3 péptidos de 21 aminoacidos
ET-1, 2 y 3, con una estructura peptidica muy similar.

La endotelina-1 (ET-1) es el vasoconstrictor mas potente
hasta ahora conocido por el hombre, incluso es 10 veces
mas potente que la angiotensina Il. La mayor parte de la ET-
1 es liberada contra la pared del vaso, por lo que los niveles
plasmaticos no reflejarian su concentracion local.

El regulador més potente de la produccion y liberacién de
ET-1 es el flujo sanguineo. Un incremento en el flujo
sanguineo resulta en vasodilatacion porque aumenta la
produccién y liberacién de NO y disminuye la sintesis y
liberacion de ET-1 por parte de la CE. La insulina, la
trombina, las lipoproteinas de baja densidad, la
angiotensina 1l, la vasopresina, la IL-1, la endotoxina, la
glucosa, la ciclosporina, la hipoxia, el shear stress bajo
incrementan la produccién de ET-1. Inhiben la produccion
de ET-1 el shear stress alto, el NO, la PGI2 y la heparina.

La ET-1 en condiciones patolégicas se incrementa su
produccién, tanto es asi que se ha demostrado su elevacién
en enfermedades agudas como crénicas, podemos sefialar
como es el caso de la hipertension pulmonar, infarto agudo
de miocardio, arterioesclerosis, lupus, sepsis, cirugias,
cancer, diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca entre otras.

Se han identificado dos tipos especificos de receptores de
endotelinas denominados receptores de tipo A y B. Las
células del endotelio expresan en mayor -cantidad

receptores de tipo B, siendo su mayor accién sobre esta
célula la vasodilatacién. La célula del muasculo liso vascular
expresa mayor cantidad de receptores de tipo A, logrando
en estas células vasoconstriccion.

La potencia de ET-1 es mayor sobre los receptores de tipo
A que laET-2y ET-3. La potencia de ET-1 sobre receptores
de tipo B es igual a ET-2 'y ET-3.

e Hemostasiay coagulacién

El endotelio sano es antiadherente; los elementos formes de
la sangre circulan sin adherirse al endotelio, debido a la
liberacion en forma continua de NO. En presencia de
citoquinas pro inflamatorias, el endotelio expone un conjunto
de receptores, denominados moléculas de adhesion celular
(CAM), que mediaran las interacciones CE-CE, CE-matriz,
plaquetas-CE y leucocitos-CES.

Moléculas de adhesion celular (CAM)

Es un sistema formado por proteinas y receptores
adhesivos que juegan papeles importantes en los procesos
de embriogénesis, crecimiento y diferenciacion celular, e
inflamacion. Estas moléculas de adhesidon estan
aumentadas a nivel plasmatico en situaciones inflamatorias,
especialmente en sepsis, y se las ha propuesto como
marcadores de activacion endotelial.

Las CAM se dividen en cuatro grupos principales:
superfamilia de las inmunoglobulinas, integrinas, selectinas
y caderinas.

Superfamilia de inmunoglobulinas

Es el grupo mas grande de CAM. Forman el 50 % de las
glicoproteinas de la membrana leucocitaria. Cada proteina
contiene una serie de dominios similares a las Ig. Son contra
receptores de las integrinas de los leucocitos. A este grupo
pertenecen: moléculas de adhesion intracelular (ICAM-1,
ICAM-2), moléculas de adhesion de células vasculares
(VCAM) y las moléculas de adhesion plaquetas-célula
endotelial (PECAM). Los receptores ICAM-2 y PECAM
(CD31) se expresan en forma constitutivas, y VCAM-1 e
ICAM-1 son inducibles por citoquinas. Estas moléculas
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participan en la activacion y migracion de los leucocitos a
los tejidos.

1. Integrinas

Son proteinas de membrana que tienen dos subunidades,
la ay la B, que participan en las interacciones cél-cély y cél-
matrix. Cada integrina puede unirse a mas de un ligando.
Pertenecen a este grupo la glicoproteina llb-llla (receptor
del fibrinbgeno), el receptor de vitronectina (aV(3), el
receptor de fibronectina (a5p1) y el receptor de colageno
(GP la-lla).

Selectinas

Son moléculas de adhesién que se exponen en las
superficies celulares y que se nombran de acuerdo a la
célula en que estén presentes: E-selectina (selectina
endotelial, sélo presente en CE), P-selectina (selectina
plaquetaria, presente en plaquetas y CEs) y L-selectina
(selectina leucocitaria). Interaccionan con leucocitos o con
oligosacéridos sialilados o fucosilados sobre la superficie de
la célula endotelial. La E-sel se expresa cuando la CE es
activada por citoquinas inflamatorias e interviene en el
rolling de los leucocitos.

Cadherinas

Promueven la adhesion célula-célula mediada por calcio. La
unién se hace entre una molécula de VE-Cad con otra VE-
Cad. Es esencial para la estabilidad y el contacto CE-CE.
Junctional Adhesion Molecule (JAM) es una caderina que
interviene en el nexo entre las células endoteliales, mientras
que CD99 y CD99L intervienen en la extravasacion de
leucocitos.

En condiciones fisiolégicas normales, las células
endoteliales participan en el mantenimiento de la fluidez
sanguinea y evitan la formacion de trombos, por sus
acciones anticoagulantes, antiagregantes plaquetarias y
fibrinoliticas. EI NO y la PGI2 aumentan los niveles
intracelulares de cGMP y cAMP, respectivamente,
inhibiendo asi, la adhesion y la agregacion plaquetarias. El
tpA, también sintetizado por el endotelio, promoviendo asi
la fibrindlisis mediante la activacién del plasminégeno a
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plasmina. Por otra parte, el endotelio también sintetiza el
factor de von Willebrand, el TXA2, la fibronectina, el factor
V y el inhibidor del tpA, que tienen actividad proagregante,
protrombética y antifibrinolitica.

e Inflamacion y regulacion inmunoldégica

Las células endoteliales son criticas para la extravasacion
de las células inmunes a las zonas infectadas. El proceso
de inflamacién, tipicamente inducido por citoquinas como el
TNFa, induce respuesta en gran numero de tejidos al activar
la ruta metabolica del NFkB. En las células endoteliales
estos cambios incluyen la exposicion a la luz del vaso de P-
selectinas que interaccionan con las ICAM de las células
inmunes, ralentizandolas, haciéndolas rodar y finalmente
provocando su extravasacion®. Todo este proceso de
reclutamiento se produce principalmente en las vénulas
postcapilares, una vez las células blancas han sido
activadas por las citoquinas emitidas por la zona afectada,
pudiendo pasar por los huecos entre células o incluso a
través de los canales transendoteliales que atraviesan la
célula endotelial en algunos vasos?.

e Angiogénesis

En condiciones fisiolégicas normales, la CE permanece en
un estado inactivo. Sin embargo, en respuesta a una lesion
tisular o condiciones hipoxicas, se caracterizan por
protagonizar un crecimiento del sistema vascular por
extensibn de vasos  preexistentes  denominado
angiogénesis'®. En este proceso una de las células modifica
su expresion y pasa a ser ‘lider", expresando
metaloproteinasas que remodelan la matriz extracelular y le
permiten migrar. Gracias a las citoquinas expresadas por
esta célula, las que le siguen proceden a dividirse y
reorganizarse tras ella extendiendo asi un nuevo vaso en la
direccién desde donde llegan las sefiales de falta de riego.
Una vez instaladas regeneran la matriz secretando
fibronectina!!. A diferencia del desarrollo embrionario, la
angiogénesis del adulto esta estrechamente relacionada
con una serie de procesos fisiologicamente relevantes, por
ejemplo, la cicatrizacion de heridas o afecciones
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fisiopatolégicas como trastornos inflamatorios, cancer o
diabetes mellitus.

e Homeostasis tisular

Se denomina homeostasis al mantenimiento en un rango
relativamente estrecho de la composicion y propiedades en
un medio, el organismo en este caso. Para lograrlo el
endotelio recurre a las propiedades ya comentadas,
deteccion de la situacion del tejido y el contenido en sangre,
seguido de la propia emision de sefiales celulares y
adecuacion de la permeabilidad correspondiente de forma
coordinada. Aunque buena parte del intercambio entre el
seno del vaso y las células fuera del mismo se produce
mediante vias dirigidas por gradiente de los compuestos
transportados como H20, solutos pequefios o incluso
lipoproteinas también hay un importante transporte activo
con participaciéon de mecanismos propios de las células
endoteliales. Cuando el transporte pasivo no se produce en
la extension necesaria estos mecanismos activos entran en
juego para compensar desviaciones en la homeostasis.
Estos procesos incluyen la formacion de vacuolas de
clatrina o captacion por receptor de macromoléculas (BAUM
etal).

Asimismo, dado que el sistema vascular es la base de la
nutricién tisular, juega un papel fundamental en el desarrollo
de drganos. No solo a la hora de formarse durante el
desarrollo fetal, sino también en cualquier proceso de
remodelacion. Las células endoteliales participan
activamente en la destruccién y reconstruccion de la matriz
extracelular y preceden cualquier aumento o disminucién en
el tamafio de un o6rgano, adaptando previamente la
distribucién del sistema vascular en la zona??.

DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio normal se caracteriza por un fenotipo
vasodilatador, tromborresistente y antiinflamatorio.

Hay endotelio en todo el lecho vascular pero el que
disfunciona y es responsable de patologia es el arterial.

El término activacion se considera como la capacidad de la
célula endotelial de adquirir nuevas funciones sin evidencia
de dafio o division celular.

Se define disfuncion endotelial como el conjunto de cambios
patofisiolégicos en la estructura y funciéon de la CE que
ocasionan la pérdida del equilibrio: antitrombético-
protrombético, vasorelajacién- vasoconstriccion, inhibicion y
estimulacion de los factores de crecimiento y
antinflamatorio-pro inflamatorios.

La disfuncion endotelial usualmente comienza como la
respuesta fisiolégica a un estimulo dado que luego se torna
excesiva o descontrolada por un defecto en la regulacién de
la cascada inflamatoria.

Un endotelio sano muestra un fenotipo vasodilatador que
consiste en altos niveles de vasodilatadores como 6xido
nitrico (NO) y prostaciclina (PGI 2) y niveles bajos de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y acido Urico. Un
endotelio sano también tiene un fenotipo anticoagulante que
consiste en niveles bajos de inhibidor del activador del
plasmindgeno 1 (PAI-1), factor de von Willebrand (VWF) y

P-selectina. Puede haber muy poca inflamacién, como lo
indican los bajos niveles de molécula de adhesion celular
vascular soluble (sVCAM), Molécula de adhesion
intercelular soluble (sICAM), E-selectina, proteina C reactiva
(PCR), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-6 (IL-6). Finalmente, la poblacion de células
progenitoras endoteliales (CPE, indicativo de la capacidad
de reparacién vascular) es alta; mientras que los niveles de
microparticulas endoteliales (EMP) y células endoteliales
circulantes (CEC), indicativos de estrés / dafio endotelial,
son bajos. En el caso de un endotelio disfuncional, las
caracteristicas fenotipicas incluyen vasodilatacién alterada,
aumento del estrés oxidativo / &cido Urico, radicales de
peroxido de lipidos, nitrotirosina y 6xido nitrico, y un fenotipo
procoagulante y proinflamatorio con capacidad de
reparacion vascular disminuida y mayor nimero de EMP y
CEC? (Figura 4).

e Causas de ladisfuncién endotelial:

Las causas pueden ser numerosas, entre ellas se
encuentran:

Acumulacidn en el flujo sanguineo de ciertos nutrientes
en exceso

Es el caso de la diabetes o de la aterosclerosis. La primera,
debilitante del endotelio, podria incluso inducir la segunda.

Edad
La edad es un factor de disfuncién endotelial.
Hipertension

Padecerla de forma continua es otra de las causas que
inducen un estrés constante sobre el endotelio. Parece ser
simultaneamente causa y consecuencia de la disfuncién
endotelial.

Obesidad

No s6lo es causa de hipertension, niveles excesivos de
lipidos e insulina en sangre, sino que los niveles altos de
adipoquinas emitidos por los adipocitos aumentan el riesgo
de sufrir los problemas propios de la disfuncién endotelial.

Isquemia

En un intento de solucionar la falta de riego se iniciara un
proceso angiogénico de emergencia, o que impone un gran
nivel de estrés sobre el endotelio, lo que a su vez puede
derivar en disfuncion de este.

e Consecuencias de la disfuncién endotelial:
Aneurisma

Supone la rotura del vaso sanguineo. Habitualmente este es
un caso extremo y varios factores deben acumularse en una
seccion especialmente débil, por malformacion congénita,
para que tenga lugar. No obstante, la rotura espontanea de
un vaso sanguineo, o aneurisma, tipicamente en arteria
debido a la alta presion, es una patologia de una mortalidad
extremadamente alta.

Patologias crénicas

Tanto la diabetes como la isquemia provocan un fallo en el
funcionamiento de las wuniones entre las células
endoteliales. Como resultado se pierde coordinacion entre
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las células y se agravan los problemas derivados de la
disfuncion. La aterosclerosis acaba formando una placa
ateromatosa, formada por la acumulacion de lipidos, que
inducen inflamacién, y células espumosas (derivadas de los
monocitos reclutados) que agravan el problema. Las células
endoteliales entran en senescencia y, finalmente, la placa
en crecimiento acaba tapando la luz del vaso, se parte
creando un trombo o incluso deriva en rotura del endotelio
e inicia la cascada de coagulacion, provocando un infarto!?,

Por otra parte, una angiogénesis excesiva es también fuente
de multitud de problemas. Las causas tras este crecimiento
también son variadas:

Diabetes

La diabetes es también causa de una angiogénesis
excesiva en tejidos especificos, como en la retina,
(retinopatia diabética).

Alteraciones durante el embarazo y en el desarrollo fetal

Muchos de los procesos patoldgicos relacionados con la
angiogénesis tienen lugar durante el desarrollo fetal, donde
la formacion del sistema vascular es de importancia capital.
Si durante este proceso se produce un desbalance de los
gradientes que regulan la formacion de érganos pueden
derivar en serios problemas para el feto. Del mismo modo,
alteraciones en la formacién de la placenta, ocasionan
importantes trastornos como la la preeclampsia.

Inflamacioén créonica

La angiogénesis también tiene lugar en procesos de
inflamacion continuados en el tiempo. En el caso de
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infecciones cronicas o procesos autoinmunes puede ocurrir
que la acumulacion de factores proinflamatorios derive en
diversas patologias de esta indole, como seria por ejemplo
la artritis reumatoide.

Cancer

La mayor causa del exceso de crecimiento vascular es el
crecimiento tumoral. Dado que los tumores crecen de forma
descontrolada su nucleo rapidamente se queda sin
nutrientes para mantener su crecimiento. Este hecho
provoca que sélo aquellos casos donde se produzca una
comunicacion entre la vasculatura y el tumor para inducir
una angiogénesis forzada que lo irrigue deriven en un tumor
de crecimiento rapido, siendo por tanto los casos que
reportan mayor gravedad.

El endotelio que irriga los tumores tiende ademas a perder
parte de su selectividad como barrera, facilitando la
transicién epitelio-mesenquimal, primer obstaculo a superar
por el tumor para metastatizar. Ciertos tejidos son
especialmente sensibles a procesos de angiogénesis
patologica. Es el caso de la retina y el sistema nervioso
central.

EVALUACION DE
BIOMARCADORES

LA FUNCION ENDOTELIAL:

Las alteraciones estructurales y/ o funcionales del endotelio
vascular estdn presentes mucho antes de que se
identifiguen patologias, como la arteriosclerosis, la
hipertensioén arterial, la hipercolesterolemia y la diabetes.
Dada la aparicion temprana de la disfuncién endotelial en
numerosas enfermedades, actualmente el estudio de
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marcadores para su diagnéstico temprano es un campo de
investigacion en continua expansion.

Se pueden distinguir dos grupos de biomarcadores:
e Biomarcadores bioquimicos

Los marcadores clasicos de dafio endotelial son E-selectina,
PAI, las moléculas de adhesion como V-CAM, VEGF vy el
factor von Willebrand antigénico'®. EI VWF solo se sintetiza
en el endotelio y los megacariocitos y esta presente en los
granulos a de las plaquetas.

Los marcadores clasicos de dafio o activacion endotelial se
han reportado incrementados en sepsis y shock séptico,
arterosclerosis, enfermedad de injerto contra huésped
aguda, pacientes de edad avazada, pacientes con
hiperhomocisteinemia, cancer, enfermedad renal, y
diabetes. Numerosos estudios sefialan que el sistema
angiopoietina/TIE como un marcador de activacion
endotelial, ya que esta restringido a la regulacién de la
célula endotelial y esta involucrado en la sefializacién del
fallo organico#15,

e Biomarcadores celulares

Otros marcadores de dafio endotelial son las denominadas
células endoteliales circulantes (CEC) y los progenitores
endoteliales circulantes. El concepto de CEC incluye a las
células progenitores endoteliales (CPE) y a las células
endoteliales descamadas de la pared de los vasos que
entran a la circulacion como resultado de la injuria vascular.
El disbalance entre la expresion de células endoteliales
circulantes (reflejando dafio endotelial inflamatorio) y células

progenitoras endoteliales, que reflejan la capacidad de
reparacion endotelial, contribuiria a la patogénesis y
progresion de varias patologias. Las CEP expresan el
inmunofenotipo: CD133+, CD146+, VEGFR-2+, CD34+,
CD45-, CD31+; mientras que las CEC presentan el perfil de
expresion: CD31, CD144+, CD146+, CD133-, CD34-/+ y
CDA45-.

Las CPE se definen como aquellas células que no han
concluido por completo su diferenciacion a célula endotelial
y conservan una alta capacidad proliferativa basal, aunque
han transcurrido ya los pasos necesarios para que, de forma
natural, no puedan retrotraerse al estadio de célula madre
pluripotente. Comparten por lo tanto muchas caracteristicas
comunes a las células endoteliales, pero a diferencia de
aquellas no son adultas maduras ni capaces de cumplir sus
funciones. Constituyen un indicador sensible y especifico de
lesiones y dafios vasculares, para las que existen técnicas
de deteccién?®.
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INTRODUCCION
e Fisiologia

Las glandulas suprarrenales son dos estructuras
piramidales que se apoyan sobre los polos superiores de los
riiones. Su nombre se debe a la localizacion topogréfica,
pero funcionalmente no estan relacionados.

Reciben el suministro sanguineo a través de las arterias
suprarrenales (superior, media e inferior) y estan inervadas
por el sistema nervioso autbnomo.

Cada glandula se compone de dos zonas: corteza y médula
que ademas son embriolégicamente distintas. La corteza
deriva del mesodermo, se forma en la 42-62 semana de la
vida embrionaria y es productora de hormonas esteroidea.
La médula en su interior procede del ectodermo y secreta
catecolaminas. En la corteza, que supone el 80-90% de la
glandula, se  pueden  diferenciar tres  &reas
morfofuncionales:

Zona glomerulosa

La capa mas externa o zona glomerulosa comprende el 15%
de la corteza y es productora de mineralocorticoides
(aldosterona). Sus funciones son:

- Regulacion del equilibrio electrolitico: induce
reabsorcion del Na* y salida del K*.

- Regulacion del liquido extracelular.

- Mantenimiento de la presion sanguinea.

Aorta

Vena cava
inferior

Zona fascicular

La capa media o zona fascicular, que es la mas amplia (3/4
partes de la corteza), secreta glucocorticoides (cortisol)
encargados de:

- Aumentar el nivel de glucemia (hiperglucemiante).
Estimulando la gluconeogénesis, disminuyendo el
uso periférico de glucosa (salvo en el cerebro y
corazébn). Ademds, promueve la sintesis de
glucogeno (glucogenogénesis).

- Estimular la protedlisis e inhibir la captacién de
aminoécidos y con ello la sintesis de proteinas.

- Estimular la lipolisis e incrementar recirculacion de
acidos grasos.

- Actuacion sobre el sistema inmune: con
propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras.

- Disminuir la absorcion de calcio y promover su
excrecion por el rifién.

Zona reticular

La capa mas interna en contacto con la médula o zona
reticular (10% de la corteza), secreta andrégenos, sobre
todo dehidroepiandrosterona y su sulfato (DHEA y DHEA-
S), y cantidades minimas de androstenediona, 11-
hidroxiandrostenediona y testosterona. Regulan los
caracteres sexuales secundarios. Su produccion es mas
relevante en mujeres ya que puede tener trascendencia

Figura 1. Fisiologia de la glandula suprarrenal. Adaptado de: Molina PE, 2013.
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clinica, sin embargo, en los hombres los efectos son
minimos ya que la produccién mayoritaria es gonadal.

Los tres tipos hormonales son de naturaleza esteroidea,
derivan del colesterol y la estructura basica es un ndcleo de
4 anillos y 17 atomos de carbono denominado
ciclopentanoperhidorfenantreno. Los derivados con 18
atomos de carbono se denominan estranos, los de 19
androstanos y los de 21 pregnanos. Tanto glucocorticoides
como mineralocorticoides presentan 21 atomos de carbono
y son los secretados en mayor cantidad. Los andrégenos
presentan 19 atomos de carbono.

e Sintesis de los esteroides suprarrenales

Los esteroides suprarrenales se sintetizan a partir del
colesterol, el cual proviene sobre todo del captado de
lipoproteinas de baja densidad (LDL, low density lipoprotein)
y en menor medida de la sintesis de novo a partir del Acetil-
CoA (< 20%).

La razén por la cual el captado de LDL circulantes es la
principal fuente de colesterol para la sintesis de los
esteroides suprarrenales es porque la corteza adrenal
posee numerosos receptores de estas lipoproteinas,
pudiendo captar y almacenar colesterol en forma de
ésteres. Para su uso previamente debe ser hidrolizado por
la colesterol esterasa, liberando el colesterol.

Independientemente de su origen, el colesterol libre se
transporta a la membrana mitocondrial interna, donde se
transforma en pregnenolona. A partir de ahi, las vias de
sintesis de cada esteroide se encuentran distribuidas por las
tres zonas antes descritas, segun la expresion de
determinados genes que codifican las enzimas especificas
para cada tipo de hormona. La mayoria de las enzimas
involucradas son pertenecientes a la familia de las proteinas
citocrébmicas P450 (hidroxilasas), pero también participan
desmolasas, isomerasas y deshidrogenasas.

CBG SHBG Albumina Libre

Aldosterona 20% - 40% 40%

Cortisol 90% - 7% <5%
DHEA y DHEAS - 3% 90%

Testosterona -

49-65% hombres

66-78% mujeres

33-50% hombres
20-30% mujeres

1%

Tabla 1. Transporte de las hormonas esteroideas tanto unidas a proteinas y como las fracciones
libres. CBG, Corticoesteroid Binding Globulin; SHBG, Sex Hormone Binding Globulin.
Elaboracion propia.
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e Transporte

Las hormonas esteroideas suprarrenales, no se almacenan
en glandulas, sino que se liberan a sangre tras su sintesis.
Debido a su naturaleza lipidica, son insolubles en agua y
tienen que ser transportadas unidas a proteinas (actian de
reservorio, transporte y distribucion). Dentro de las
proteinas transportadoras cabe destacar:

- Globulina enlazante de cortisol o transcortina
(CBG, corticoesteroid binding globulin) por su
elevada afinidad, aunque presenta baja capacidad
de unién al cortisol. Se encarga del transporte de
cortisol y aldosterona.

- Globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG,
Sex Hormone Binding Globulin): presenta elevada
afinidad, pero baja capacidad de transporte de
andrégenos.

- Albdmina, con gran capacidad de almacenaje y
presenta alta concentracion sanguinea. Transporta
los tres tipos hormonales, aunque con baja
afinidad.

Hay un pequefio porcentaje de los esteroides suprarrenales
que circulan libres en plasma, siendo la forma
fisiologicamente activa (y la que se puede determinar en
saliva y en orina, ya que se filtra y elimina por el rifién).

e Metabolismo

El metabolismo de los esteroides suprarrenales se realiza
principalmente a nivel del higado, aunque también participa
el rifidn y el aparato gastrointestinal.

Al hablar de metabolismo se incluyen las reacciones de
oxidacion, hidroxilaciéon, reduccion, fragmentacion de
cadena lateral, conjugacion con acido glucurénico o
sulfatacion. El objetivo de dichas reacciones es neutralizar
la actividad biolégica, los esteroides entonces se vuelven
mas polares y se pueden eliminar rapidamente por la orina.
Los metabolitos conjugados con acido glucurénico o
sulfatados son las principales formas que se encuentran en
la orina (de ahi que para su determinacion se requieran
tratamientos hidrolizantes con glucuronidasa) y tan solo 1%
se secreta de forma libre.

En ocasiones el metabolismo de las hormonas produce
compuestos con mayor actividad biol6égica, como ocurre en
el caso de la DHEA y su sulfato. Estos son los principales
andrégenos suprarrenales, pero tienen una actividad débil,
y una vez metabolizados periféricamente hasta testosterona
adquiere una elevada actividad androgénica.

CORTISOL

El cortisol es el glucocorticoide mas importante secretado
por la corteza suprarrenal en la zona fasciculada. Su
secrecion sigue un ritmo circadiano y estd marcada por el
eje hipotadlamo — hipdfisis — corteza suprarrenal.

e Regulacion de la secrecién de cortisol

El hipotadlamo secreta corticoliberina u hormona liberadora
de corticotropina (CRH, corticotropin-releasing hormone),
llega a la hipdfisis anterior por el sistema portal hipotalamo

Procpiomelanocortina

' —

! a8 139 208

‘ PC-1
Prococticotropina ¥ PB-lipotropina
——
-
pc2

Cortikotropina B-lipotropina a-MSH B-MSH B-enderfina
o — : -

Hipofisis anterior Lébulo intermedio

Figura 3. Procesamiento de la Proopiomelanocorina
(POMC), glucoproteina de 241 aminoacidos y precursora,
entre otras, de la Corticotropina 0 ACTH a través de la
accion de las convertasas PC1 y PC2. Adaptado de:
Gonzéalez Hernandez, A. 2019.

hipofisiario y estimula la secrecion de corticotropina u
hormona adrenocorticétropa (ACTH, adrenocorticotropic
hormone). Por circulacion sanguinea llega a la corteza
suprarrenal para estimular la sintesis y secrecion de cortisol
(también de andrégenos). El cortisol secretado, por
retroalimentacién negativa inhibe la secrecion de CRH y
ACTH.

La ACTH es una hormona peptidica hipofisiaria de 39
aminoéacidos que regula la sintesis y secrecién de cortisol.
Se genera del procesamiento de una glucoproteina de 241
aminoécidos, la proopiomelanocortina (POMC) por accion
de las convertasas PC-1 y PC-2 (Figura 3). La hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH), procede también
de la POMC y ademas presenta una similitud estructural con
la ACTH. Esto es relevante en cuanto a la clinica que
manifiestan  algunos  pacientes, como se vera
posteriormente. Otros fragmentos son la Blipotrofina y la
Rendorfina.

La secrecion de CRH, ACTH y cortisol sigue un ritmo
circadiano en condiciones normales de suefio y vigilia. Las
concentraciones maximas las encontramos entre las 6-8h, y
van disminuyendo hasta ser minimas a las 20h y durante la
noche.

Sin embargo, hay diversos factores que alteran este ritmo.
Al cortisol se le conoce como la hormona del estrés ya que
se libera en este tipo de situaciones. Otros estimulos
fisiologicos y emocionales que estimulan su sintesis son:

Estados emocionales como depresion o ansiedad

- La propia retroalimentacion hormonal

- Fiebre (IL-1)

- Traumatismos

- Hipoglucemia o desnutricién

- Ingestion de alcohol

e Patologiarelacionada con el cortisol
Sindrome de Cushing o hipercortisolismo

El término sindrome de Cushing indica un cuadro clinico
generado por un exceso de cortisol de cualquier etiologia,
mientras que la enfermedad de Cushing se refiere a una
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hiperfunciéon de la corteza suprarrenal estimulada por un
exceso de ACTH hipofisaria.

Las causas que originan hipercortisolismo se pueden
desglosar en:

1. Aumento de la sintesis de cortisol en la propia
glandula suprarrenal (“ACTH independiente”)

Debido a diversas causas:
— Adenomal/carcinoma suprarrenal
— Displasia micronodular
— Hiperplasia macronodular

— Causa iatrogénica debido a la administracion
prolongada de corticotropina o glucocorticoides
(dexametasona, prednisolona, prednisona o
hidrocortisona) utilizados en el tratamiento de
alergias, inflamaciones, asma o enfermedades
gastrointestinales.

2. Aumento o sintesis inapropiada de ACTH (“ACTH
dependiente”)

Causado por tumores en distintas localizaciones:

—  Tumores hipofisarios (macro o microadenomas).
Es lo denominado con tal enfermedad de Cushing.

— Tumores productores de ACTH de manera
ectopica (pulmén, pancreas o neuroendocrinos).

Los pacientes afectos muestran unos  rasgos
caracteristicos, como son:

— Obesidad central con abdomen protuberante y
extremidades delgadas

— Rostro en forma de luna llena

— Hipertension e hiperglucemia, donde el exceso de
cortisol puede producir intolerancia a la glucosa e
incluso diabetes

— Mayor tendencia a infecciones y a la mala curacion
de heridas

— Otros: estrias en piel de color parpura, pérdida de
masa muscular, osteoporosis y alteraciones
psiquiatricas

— La elevacion de forma crénica de ACTH produce
hiperpigmentacion de la piel. Se debe a que
presenta una similitud estructural con la a-MSH, en
la que comparten los primeros 13 aminoécidos,

Hipercortisolismo Hipocortisolismo

Primario
Primario | Secundario | (Enfermedad | Secundario
de Addison)

l ToN 1 l

Tabla 2. Diagnéstico etioldgico diferencial de los estados de
hiper/hiposecrecion de cortisol segin la concentraciéon de
ACTH en sangre. Elaboracion propia.
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gue hace que la ACTH sea capaz de estimular
también la sintesis de melanina.

— Hirsutismo, acné y alteraciones menstruales en
mujeres generado por el exceso de andrégenos

— Edema por exceso de mineralocorticoides

Hay una condicién clinica denominada Pseudo-Cushing
desarrollada por alcoholismo crénico, obesidad, embarazo,
estrés, depresion o anorexia. Presentan una cinica similar
al Cushing, pero en la que la concentracion de cortisol
vuelve a la normalidad tras la resolucién de la causa.

Hipocortisolismo

Las causas del hipocortisolismo también se pueden dividir
en dos ramas:

1. Insuficiencia Suprarrenal Primaria

La afectacion es a nivel de la glandula suprarrenal. Es lo que
se conoce como enfermedad de Addison y se genera por:

—  Destruccién anatémica de la glandula (aguda o
cronica) debido a enfermedades autoinmunes,
hemorragias, infecciones (tuberculosis, SIDA,
micosis), traumatismos, suprarrenalectomias,
enfermedades infiltrativas, invasiones
metastasicas, etc.

— Farmacos inhibidores de sintesis esteroidea,
como metopirona o bloqueantes del receptor de
glucocorticoides RU-486.

—  Errores metabdlicos de la sintesis suprarrenal
— Hiperplasia suprarrenal congénita
— Adrenoleucodistrofia
—  Sindrome de Zellweger
- Enfermedad de Wolman

—  Mutaciones del factor
estereoidogenico-1 (SF-1)

—  Sindrome de Smith-Lemli-Opitz

—  Formas mitocondriales de enfermedad
de Addison

— Deficiencia familiar en glucocorticoides
2. Insuficiencia Suprarrenal Secundaria/Terciaria
Con afectaciones a nivel de hipdfisis/hipotalamo:
—  Tumores hipofisarios o hipotalamicos

—  Traumatismo, irradiacion,
hemorragia cerebral

infeccion,

— Inhibicion del eje hipotalamo-hipofisario, tanto
por administracién de corticoides exdgenos
(suspension brusca), como por produccion
enddégenas de corticoides por un tumor

Los pacientes con déficit de cortisol muestran una serie de
sintomas y signos, entre los que encontramos

— Debilidad, anorexia, nduseas y vomitos que llevan a la
pérdida de peso

— Alteraciones de la percepcion y de la conducta
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Figura 4. Caracteristicas de pacientes con hipercortisolismo o sindrome de Cushing (A) y de hipocortisolismo o insuficiencia
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— Como lainsuficiencia adrenal genera también déficit de
DHEA, hay una deficiencia de andrégenos en la mujer,
sobre todo, ya que en los hombres es mantenida por la
produccién gonadal. Esto implica ausencia de
pubarquia en nifios (la adrenarquia precede a la
gonadarquia), pérdida de pelo axilar y pubico en
mujeres, piel seca y pérdida de libido.

— Enla enfermedad de Addison (afectacion suprarrenal)
se genera, ademas: Deshidratacion (hipovolemia),
hipotension, hiponatremia, hiperpotasemia y acidosis
metabdlica por la deficiencia también de aldosterona,
con alta concentracion de sodio urinario.

— Muchas veces hay un incremento secundario de ACTH
que produce hiperpigmentacion de la piel, por la
similitud estructural con la a-MSH antes descrita.

e Estudio bioquimico

Se hace referencia al analisis de laboratorio utilizando
diferentes tipos de muestras con distintos objetivos. Las
determinaciones hormonales se realizan generalmente
mediante técnicas de inmunoensayo no isotdpicas e
isotopicas (menos utilizadas en la actualidad) que pueden
ser competitivas o no competitivas (inmunomeétrico,
sandwich).

1. Sangre (suero/plasma)
Para la determinacion de:

— Cortisol total, tanto el unido a proteinas como el
pequefio porcentaje libre. Es importante que el
paciente se encuentre en un ayuno de minimo 12
horas, ademas de evitar el estrés. Debido al ritmo
circadiano que presenta, la extraccion debe ser
anterior a las 9 de la mafiana.

— ACTH. Esta hormona hipofisiaria es muy inestable
en sangre y tiene elevada adherencia a los tubos
de extraccion (queda adsorbida al vidrio). Por esta
razén, se determina en plasma utilizando tubos
EDTA-K2 frios, y depositados en hielo tras la
extraccion de la muestra para ser centrifugados a
4°C. Ademas, como ocurre en el caso del cortisol,
es necesario un ayuno de 12 horas, evitar el estrés
y una extraccién antes de las 9 de la mafiana.

La utilidad clinica es para el diagndstico etiologico
diferencial de los estados de hiper e hiposecrecién de
cortisol (tabla 2), ademas de para el estudio del eje
hipofisario-hipotalamo-corticosuprarrenal mediante pruebas
basales y funcionales.

2. Saliva

Se encuentra en equilibrio con la fracciéon de cortisol libre
plasmatico.

Es un método comodo por no ser ni invasivo ni estresante
para el paciente al evitar la puncién y el ingreso. La toma de
la muestra se puede realizar en el domicilio y debe ser a
ultima hora del dia, se recomienda espaciar un par de horas
de laingestién de alimentos, tampoco se debe beber ni lavar
los dientes media hora antes. Consiste en extraer la torunda
del tubo para recogida de muestra en saliva y masticar
suavemente durante aproximadamente 2 minutos para
empaparla con saliva. Se vuelve a colocar la torunda en
tubo y se almacena a temperatura ambiente durante la
noche para mandarla al dia siguiente al laboratorio.

3. Orinade 24 horas

Util para estimar la fraccion libre de cortisol, que ademas
esta libre de la variabilidad causada por el ritmo circadiano.
Es importante una correcta recoleccion de la muestra
anotando la diuresis, ademas de descartar alteraciones en
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Valores referencia

8-10h 16-20h

Cortisol sangre

(total) 6 — 18 pg/dL

3 —10 pg/dL

Cortisol saliva

(libre) <0,783 pg/dL

<0,243 pg/dL

Cortisol orina

(ibre) 13 - 75 pg/24h

4,70 — 48,8
ACTH sangre pg/mlL -

Tabla 3. Valores de referencia (utilizados en el H.U. 12 de
Octubre) del cortisol en suero, saliva y orina 'y de ACTH.
Importante la variacion en los valores de la concentracion
de cortisol a primera y Ultima hora del dia debido al ritmo

circadiano. Elaboracién propia.

la funcién renal y tratamiento con corticoides que puedan
falsear resultados

Aunque los valores de referencia se deben ajustar en cada
laboratorio, a modo orientativo los rangos de referencia que
oscilan las distintas determinaciones son los mostrados en
la Tabla 3.

e Pruebas funcionales

Las pruebas dindmicas o funcionales se basan en la
estimulacién o inhibicion de una hormona para conocer su
capacidad de reserva o su estado de regulacién.

Test de supresién de Nugent

Utilizado para la evaluacién de la hipersecrecion suprarrenal
de cortisol. Consiste en la administraciéon de 1mg de
dexametasona oral nocturna (sobre las 23h) junto con una
extraccion de sangre a las 8 de la mafiana.

La dexametasona es un glucocorticoide sintético mas
potente que el cortisol que inhibe secrecion ACTH y por
tanto de cortisol. Por ello, en individuos sanos se va a
producir una disminucion en la concentracién cortisol, pero
en casos de sindrome de Cushing no se produce inhibicion
y las concentraciones se mantienen elevadas.

Se considera supresion adecuada una concentracion de
cortisol post-dexametasona inferior a 1,8 pg/dL.

Test de estimulacion de Thorn (Synacthen®)

Se utiliza para estudiar la capacidad de las glandulas
suprarrenales de sintetizar cortisol. Consiste en la
administracion de 250 pg de tetracosactin intravenoso
(Synacthen®), una molécula de ACTH sintética que
contiene la secuencia N-terminal de 24 aminoécidos (la que
tiene la actividad estimulante sobre la corteza).

Es necesaria una medicién del cortisol sanguineo basal
previa a su administracion junto con otra medicion post
ACTH alos 30 (opcional) y 60 min. Una respuesta adecuada
al estimulo seria una concentracion de cortisol mayor a 18
pg/dL y/o un incremento mayor o igual a 9 pg/dL respecto al
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basal (siempre que el cortisol basal sea mayor o igual a 5
po/dL).

Existen otras pruebas que ayudan a establecer la etiologia
del Cushing como son la frenacibn a dosis altas de
dexamentasona, el test de CRH y el cateterismo de senos
petrosos.

ANDROGENOS SUPRARRENALES

Los principales andrégenos sintetizados por la corteza
suprarrenal son DHEA y su sulfato (DHEA-S). Ademas, hay
una produccién, aunque menor, de androstenediona y
testosterona.

Mientras que en el hombre la producciéon suprarrenal de
andrégenos tiene poca importancia en comparacion con la
sintesis testicular, en la mujer si tiene un papel relevante.

e Regulacion

Su sintesis y secrecion se regula mediante el eje hipotadlamo
(CRH) — hipdfisis (ACTH) — corteza suprarrenal (zona
reticular).

e Patologiarelacionada
Hirsutismo

Es la presencia de pelo terminal en la mujer distribuido en
localizaciones tipicas masculinas. El foliculo piloso produce
tanto vello (fino, suave, no pigmentado) como pelo terminal
(largo, aspero, pigmentado, limitado a determinadas zonas
y que depende de factores genéticos y hormonales). La
distribucién del pelo terminal es un caracter poligénico que
influye en nimero total y sensibilidad de receptores
androgénicos en el foliculo.

Los andrégenos son reguladores clave en conversiéon de
vello en pelo terminal. La dihidrotestosterona (DHT) se
origina a partir de la testosterona libre por accién de la 5a
reductasa Il. Es el principal efector androgénico sobre el
foliculo piloso, ya que presenta mayor afinidad por los
receptores androgénicos asi como una disociacion mas
lenta de éstos que la testosterona.

El crecimiento del pelo en cara, pecho, zona superior
abdomen y espalda necesita niveles altos de andrégenos y
por eso suele ser la manifestacion clinica que observamos
en casos de hirsutismo.

Las causas de hirsutismo son varias, encontrandose
asociado a diferentes condiciones clinicas:

—  Sindrome de Cushing

— Hiperplasia suprarrenal congénita

— Adenomas o carcinomas virilizantes

— Hiperandrogenismo suprarrenal funcional
— Accién y metabolismo anormal del cortisol
— Adrenarquia prematura

— Otras: cuando el origen de los andrégenos es
ovarico, formas idiopaticas, acromegalia o por
causa medicamentosa
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Figura 5. Vias inhibidas debido al déficit de la enzima 21-hidroxilasa. Adaptado de Gonzalez-Albarran O. et al, 2000.

Déficit 21 hidroxilasa (CYP21B)

Es la forma clinica mas frecuente (92%) de hiperplasia
suprarrenal congénita. Se debe a una mutacién o delecién
del gen que codifica la enzima microsémica citocromo P450
21-hidroxilasa, generando una enzima inactiva. Presenta
una herencia autosémica recesiva.

Esta enzima cataliza el paso de progesterona a 11-
desoxicorticosterona y de 17-hidroxiprogesterona a 11-
desoxicortisol. Esto hace que aumenten los niveles de 17-
hidroxiprogesterona, que acaba derivando la ruta hacia la
sintesis de andrégenos (figura 2).

Se pueden encontrar varias formas de presentacion
clinica:

Forma clasica con gran deficiencia enzimatica al
sufrir una grave alteracion de ambos alelos. Se
detecta en recién nacido, en etapas tempranas
de la vida, con 2 variantes: virilizante y pierde-
sal.

Forma no clasica (infancia y adulto) con una
actividad residual de la enzima por la alteracion
moderada de ambos alelos (o grave en una y
moderada en el otro).

Como caracteristicas cabe destacar en la forma clasica una
insuficiencia suprarrenal y el hiperandrogenismo. Hay un
déficit de cortisol y de aldosterona (pierde sal), ademas de
exceso de andrégenos y sus metabolitos. En las formas
menos graves la instauracion es mas lenta sobre todo si no
existe pérdida de sal.

Como sintomas y signos que aparecen en la forma no
clasica:

En mujeres durante la infancia: pubarquia
prematura, piel grasa con acné, aceleracion del
crecimiento y maduracién ésea y moderada
hipertrofia del clitoris.

En mujeres durante adolescencia y edad adulta:
trastornos del ciclo menstrual, ovario
poliquistico, infertilidad o acné, aunque la
manifestacion mas frecuente es el hirsutismo.

Los hombres suelen ser asintomaticos.

No se acompafia de déficit de aldosterona y el
déficit de cortisol es compensado por el
incremento de ACTH por lo que no suele tener
clinica apreciable.

Prueba funcional de estimulacién
(Synacthen®)

Se trata de la misma prueba funcional que la descrita para
el estudio de hipocortisolismo, que en este caso se utiliza
para la sospecha de déficit del enzima 21 hidroxilasa. Tras
un estimulo agudo con ACTH sintética, como hay déficit de
la enzima catalizadora de la sintesis de cortisol no se
estimula su produccién, por lo que se genera una
acumulacion de los precursores. En la prueba funcional se
mide el precursor 17-hidroxiprogesterona basal y a los 60
minutos del estimulo, siendo su incremento notable (> 10
ng/mL) en esta patologia.
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ANATOMIA DE LA GLANDULA SUPRARRENAL

Las glandulas adrenales o suprarrenales son estructuras
bilaterales de unos 4 gramos localizadas sobre los rifiones.
Se dividen en dos zonas embriolégicamente diferentes: la
parte mas interna llamada médula suprarrenal que ocupa en
torno a un 10-20% de la glandula y produce catecolaminas,
y la zona méas externa o corteza suprarrenal que ocupa el 80-
90% restante. Esta Ultima, a su vez, estd comprendida por
tres capas morfolégica y funcionalmente diferentes:

— Zona glomerular: parte mas externa y sintetiza el
mineralocorticoide aldosterona, asi como la
desoxicorticosterona y corticosterona que también
poseen actividad mineralocorticoide.

— Zona fascicular: zona intermedia productora de
glucocorticoides (cortisol).

— Zona reticular: zona mas interna, en contacto con la
médula que sintetiza andrégenos.

ALDOSTERONA
e Generalidades

La aldosterona fue identificada y descrita por primera vez en
1953 por SA Simpson. Se trata del principal esteroide de
origen bioldgico con accion mineralocorticoide. Es la
hormona encargada de la regulaciéon del volumen
extracelular y del balance de sodio y potasio a través de un
incremento de la reabsorcién de sodio y la secrecion de
potasio.

La aldosterona, al igual que el resto de las hormonas
esteroideas, no se almacena, sino que es liberada al torrente
sanguineo segun se sintetiza. Esta secrecion es episodica
(50-200 pg/dia) y sigue un ritmo circadiano. Una vez en
sangre, es transportada, en su mayor parte, unida a
proteinas, concretamente un 40% se transporta unida a
albimina y un 20% unida a transcortina (proteina
transportadora de corticosteroides que también tiene afinidad
por la aldosterona); el 40% restante circula de forma libre
siendo esta la forma activa de la hormona que sera captada
por los receptores de mineralocorticoides. Estos receptores
solo se expresan en la porcion distal de la nefrona, en la
porcion distal del colon y en las glandulas salivales y
sudoriparas, siendo, por tanto, los Unicos tejidos donde la
aldosterona ejerce su accién induciendo la transcripcion del
canal apical del sodio (ENaC) y la bomba Na-K-ATPasa.

Por ultimo, en cuanto a la metabolizacién de la hormona, esta
tiene lugar a nivel hepatico y se excreta en orina como
derivado 3-glucorénido de la tetrahidroaldosterona.

e Sintesis

Las hormonas esteroideas son derivados del colesterol y se
sintetizan en cantidades sistémicamente relevantes en

relativamente pocos tejidos (glandulas suprarrenales,
gobnadas, placenta y piel).

La sintesis de estas hormonas esteroideas comparte ruta en
sus primeras etapas, siendo el paso limitante la captacion de
colesterol y su transporte hacia el interior de la membrana
mitocondrial.  Este  colesterol  precursor  procede,
fundamentalmente, del captado de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) circulantes y menos del 20% proviene de la
sintesis de novo a partir de acetilCoA. Debido a ello, la
corteza suprarrenal posee abundantes receptores de LDL,
que le proporcionan una elevada capacidad de captar
colesterol.

La ruta biosintética de la aldosterona comienza con la
conversion del colesterol en pregnenolona y, tras una serie
de reacciones encadenadas, gracias al complejo enzimatico
aldosterona sintasa o citocromo P450aldo (CYP11B2), la
desoxicorticosterona se transforma en aldosterona en tres
pasos consecutivos. El complejo enziméatico catalizador de
esta reaccion Unicamente se expresa en la zona glomerular
de la glandula suprarrenal, siendo el Unico tejido donde se
sintetiza aldosterona.

La produccion de aldosterona esta regulada principalmente
por:

— Angiotensina Il: gracias al sistema renina-angiotensina
detallado a posteriori.

— Potasio: incrementa la sintesis de aldosterona por medio
de dos mecanismos: aumentando la expresion de la
proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR),
encargada de estimular la captacién de colesterol por las
células aumentando, por tanto, la disponibilidad de
sustrato para la sintesis de las hormonas esteroideas; y
aumentando la transcripcion de la enzima aldosterona
sintasa.

— ACTH (hormona adrenocorticotropa): el efecto de esta
hormona sobre la sintesis de aldosterona es menor y se
da sobre todo en las vias iniciales de la esteroidogenia
suprarrenal, careciendo de efectos sobre la aldosterona
sintasa.

- También influyen en la secrecion de aldosterona,
aungue en menor medida, la pro-opiomelanocortina
(POMC) precursora de la hormona ACTH, que actla
activando la produccion de aldosterona; la dopamina y
el péptido natriurético atrial que actiian como inhibidores
de la secrecion de aldosterona.

e Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina es el regulador por
excelencia de la secrecion de aldosterona (Figura 1). Las
diferentes proteinas que conforman este sistema se
encuentran en las glandulas suprarrenales, los rifiones, el
corazony el cerebro.
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La renina es una enzima producida por las células del
aparato yuxtaglomerular del rifién, se almacena en granulos
secretores y se libera en respuesta a distintos factores:
hiponatremia, hipoperfusién renal (hipovolemia debido a
hemorragias, deshidratacion), incremento de la actividad
simpéatica ante cambios posturales en respuesta a la posicion
erguida e hipopotasemia. En cambio, la liberacién de esta se
ve disminuida ante una presion de perfusion elevada en el
rifidn (ej: hipertensién), una dieta con alto contenido en sodio,
hiperpotasemia, por la propia angiotensina Il y por el péptido
natriurético auricular.

Esta enzima actlia sobre su Unico sustrato conocido, el
angiotensindégeno, una a2-microglobulina sintetizada en el
higado, que se escinde a angiotensina | que, acto seguido,
se convierte en angiotensina Il, forma biolégicamente activa,
por accion de la enzima peptidil-peptidasa A o enzima
convertidora de angiotensina (ECA), una enzima sintetizada
a nivel pulmonar, endotelial y de la glandula suprarrenal. Una
vez liberada al torrente sanguineo, el tiempo de vida media
de la angiotensina Il es muy corto, menos de 60 segundos.

La angiotensina Il tiene como funcion mantener el volumen
extracelular y la presion arterial normales. Para ello
incrementa la secrecion de aldosterona en la glandula
suprarrenal aumentando la actividad de la enzima citocromo
P450scc (CYP11Al), responsable de la sintesis de
pregnenolona a partir de colesterol, y de la aldosterona
sintasa. Ademas, la angiotensina Il también posee acciones
vasoconstrictoras provocando un aumento de la presion
arterial y reduciendo el flujo sanguineo renal; induce la
liberacion de noradrenalina y adrenalina en la médula
suprarrenal y la liberacion de vasopresina.

PATOLOGIAS ASOCIADAS

En cuanto a las patologias asociadas, podemos dividirlas en
dos grandes grupos: hiperaldosteronismo e
hipoaldosteronismo. Las primeras cursan con un aumento de
la secrecién de aldosterona de distinta etiologia mientras que
las segundas cursan con un déficit de esta hormona.

Descenso de la presion arterial

e Hiperaldosteronismo
1. Hiperaldosteronismo primario

Se define como hiperaldosteronismo primario al "grupo de
trastornos con una produccion inapropiadamente alta de
aldosterona en los que la produccion apenas depende
de los factores reguladores principales de la secrecion
(angiotensina Il y concentracién plasmatica de potasio) y no
se suprime con una carga de sodio". Esta secrecion es
relativamente auténoma y en la mayoria de los casos tiene
su origen en la corteza suprarrenal.

Actualmente se considera la principal causa de hipertensién
arterial secundaria de origen endocrino.

La Sociedad de Endocrinologia de EE.UU. ) recomienda la
busqueda de hiperaldosteronismo primario en pacientes que
presenten:

— Hipertension arterial grave (tensién arterial mayor de
150/100 mmHg en tres determinaciones realizadas en
tres dias distintos).

Hipertension arterial resistente a tratamiento (140/90
mmHg resistente a tres farmacos o hipertension arterial
controlada con 4 0 més hipertensivos).

Hipertension arterial con hipopotasemia espontanea o
inducida por diuréticos.

— Hipertension arterial e incidentaloma adrenal.

— Hipertension arterial y sindrome de apnea obstructiva
del suefio (se considera que el exceso de aldosterona
aumenta el edema en la nasofaringe debido a la
retencion de sodio y agua).

— Hipertension arterial con antecedentes familiares de
inicio temprano.

Todos los pacientes con hipertension arterial y
antecedentes familiares de primer grado de
hiperaldosteronismo.

Bioguimicamente, el sodio se encuentra en el limite alto de
la normalidad debido a su retencién renal. Ademas, puede

Descenso de la [Na*] en el tubulo distal —

Angiotensinbgeno
Proteina-X-X-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-Hys-Pro-Phe

Renina
Angiotensina |
X-X-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-Hys-Pro-Phe

Peptidil-peptidasa A

Angiotensina I
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-Hys-Pro-Phe

Corteza suprarrenal

Aldosterona

Reabsorcion
renal de Na*

Figura 1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Tomada de: Gonzalez Hernandez, 2019
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cursar con hipopotasemia debido a un aumento del
intercambio de Na*/K* en el tabulo distal que conduce a una
pérdida de potasio e hidrogeniones (hipopotasemia y
alcalosis metabdlica). La determinacion de aldosterona y la
concentracion de renina (CDR), para el célculo posterior del
cociente aldosterona/CDR, son consideradas las pruebas de
eleccion para el despistaje de hiperaldosteronismo primario.

En primer lugar, es importante tener en cuenta ciertas
consideraciones preanaliticas como la retirada de
farmacos antagonistas de la  aldosterona,  diuréticos
ahorradores de potasio, IECA, ARA-II (aumentan los niveles
de renina), B-bloqueantes y AINE (disminuyen los niveles de
renina) durante al menos cuatro semanas y la realizacion de
la extraccion al menos dos horas tras despertar y tras
permanecer sentado de 20 a 30 minutos. Sin embargo, si el
paciente precisa tratamiento hipertensivo, se pueden
emplear antihipertensivos no antagonistas de la aldosterona
como los a-bloqueantes.

En cuanto al resultado del cociente se puede concluir que:

— Los cocientes aldosterona/CDR >2,4 son sugestivos de
hiperaldosteronismo primario.

— Los cocientes aldosterona/CDR >3,7 son casi
confirmatorios de hiperaldosteronismo primario, siempre
gue la aldosterona sea superior a 15 ng/dL. Esto es
debido a que este ratio estd muy influenciado por los
valores bajos del denominador, por lo que los niveles de
renina disminuidos, comunes en algunos grupos
poblacionales como ancianos o0 pacientes con
insuficiencia renal, pueden resultar en ratios falsamente
elevados.

Una vez que se ha obtenido un cociente aldosterona/CDR
anomalo, el paciente ha de someterse a una o mas pruebas
confirmatorias siendo estas diferentes pruebas funcionales
cuyo objetivo es demostrar una produccion auténoma de
aldosterona (Tabla 1).

2. Hiperaldosteronismo secundario

— El hiperaldosteronismo secundario hace referencia al
aumento de la concentracion de aldosterona por la
activacion del sistema renina-angiotensina. Esto puede
estar causado por:

— Hiperplasia de las células yuxtaglomerulares
provocando una elevacion de las concentraciones de
renina y aldosterona (hiperaldosteronismo
hiperreninémico). Es lo que se conoce como sindrome
de Bartter.

— Tumores de células yuxtaglomerulares y otras
neoplasias de rifibn con produccion autbnoma de
aldosterona.

— Insuficiencia cardiaca congestiva. Al verse disminuida la
perfusion renal, se estimula el sistema renina
angiotensina.

En muchos casos de hiperaldosteronismo primario no es
necesario un tratamiento y en otros, cuando este
hiperaldosteronismo esta asociado a enfermedades
cardiacas o hepaticas con hipernatremia e hipopotasemia es
necesario el tratamiento con antagonistas de la aldosterona
o IECAs.

3. Seudohiperaldosteronismo o sindrome de Liddl

Enfermedad autosémica dominante con presencia de
mutaciones de ganancia de funcién en los genes codificantes
del canal epitelial de sodio (ENaC) provocando un aumento
de la reabsorcion de sodio. Cursa con hipertension arterial,
hipopotasemia e hipernatremia, simulando
hiperaldosteronismo, pero, en este caso, la secrecion de
aldosterona es minima.

4. Exceso aparente de mineralocorticoides

Es debido a una actividad disminuida de la enzima 11-8-
hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 encargada de la
conversion del cortisol (con actividad mineralocorticoide) en
cortisona (carece de esta actividad mineralocorticoide). Al
estar disminuida esta actividad, la concentraciéon de cortisol
se eleva y actla sobre el receptor mineralocorticoide dando
lugar a un hiperaldosteronismo  funcional con
concentraciones suprimidas de aldosterona y renina.

Existen formas familiares hereditarias que se tratan con
antagonistas de receptores de aldosterona y formas
adquiridas debidas al consumo de productos que contienen
acido glicirrinico y acido glicirretinico (regaliz o tabaco de
mascar) que inhiben al enzima competitivamente. Esta forma
exogena es reversible y basta con cesar el consumo de estas
sustancias.

e Hipoaldosteronismo

El término hipoaldosteronismo hace referencia a un grupo de
trastornos que cursan con una produccién inapropiadamente
baja de aldosterona o resistencia a ella, dando lugar a
hiperpotasemia, hiponatremia y acidosis metabdlica.

1. Hipoaldosteronismo primario
— Hipoaldosteronismo primario congénito

Se trata de una enfermedad con herencia autosémica
recesiva producida por una mutacién en el gen CYP11B2 que
desemboca en un déficit de la enzima aldosterona sintasa
dando lugar a una deficiencia aislada de la secrecion de
aldosterona. Cursa con concentraciones bajas de
aldosterona y con una acumulacion de @ 18-
hidroxicorticosterona y sus metabolitos.

— Hipoaldosteronismo primario adquirido

El hipoaldosteronismo primario adquirido puede derivarse de
la toma de diuréticos ahorradores de potasio por el cierre de
canales de sodio en los tlbulos o por ser antagonistas del
receptor tubular de potasio. Ademas, la heparina y sus
derivados pueden disminuir la biosintesis de aldosterona con
aumento compensatorio de renina y angiotensina Il.

2. Hipoaldosteronismo asociado a hiperplasia suprarrenal
congénita

La hiperplasia suprarrenal congénita agrupa a siete
enfermedades autosémicas recesivas debidas a mutaciones
en distintos genes que codifican enzimas implicadas en vias
de la biosintesis del cortisol. Mas del 95% de los casos se
debe a un déficit de 21-hidroxilasa manifestandose con una
clinica virilizante debido a un déficit en la sintesis de
glucocorticoides y mineralocorticoides y un exceso de
andrégenos de origen suprarrenal como androstediona y
dehidroepiandrosterona.
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3.

Prueba Procedimiento

Resultado

Limitaciones

Administracion de 2L de

L suero en 4 horas tras ayuno
Infusion intravenosa de Y

CN: aldosterona < 5 ng/dL

Indeterminado: aldosterona

Contraindicada: HTA grave,
insuficiencia cardiaca,

C nocturno insuficiencia renal, arritmias
suero fisiolégico entre 5-10 ng/dL di hi ; .
L cardiacas e hipopotasemia
Dlt(ajterrlnamonl ah de Confirmatorio:  aldosterona
aldosterona a las 4 horas >10 ng/dL
Ingesta minima de 6g | Confirmatorio: Contraindicada: HTA severa

Sobrecarga oral de sodio NaCl/dia durante 3 dias

Recoger la orina del 3° al 4°
dia

Determinacion de
aldosteronuria y natriuresis

aldosteronuria > 12-
14 yg/24horas y natriuresis
> 100 mEg/24 horas

no controlada, arritmia
cardiaca e hipopotasemia
severa

En pacientes con
insuficiencia renal puede
coexistir HAP con valores
bajos de aldosterona

Administracién de 25-50 mg

Supresion con captopril de captopril oral

Extraccion de muestra basal
y pasada 1 hora

Determinacién de CDR vy
aldosterona

CN: aldosterona plasmética
suprimida > 30%

Confirmatorio: aldosterona >
8,5-15 ng/dL ; CDR
suprimida; aldosterona/CDR
> 3,7

Se han detectado resultados
equivocos y falsos
negativos.

Administracién de 0,1 mg/6h
de fludrocortisona durante 4
dias ; KCI cada 6h para
mantener normopotasemia;
NaCl asegurando natriuresis
de 3mmol/Kg/dia

Supresién con
fludrocortisona

Extraccion para determinar
ARP, aldosterona y K basales
y al 4° dia cortisol (7:00),
cortisol y aldosterona (10:00)

Confirmatorio: aldosterona >
6 ng/dL ; ARP < 1 ng/mL/h ;
normopotasemia ; cortisol
10:00 < cortisol 7:00

Régimen hospitalario

Tabla 1. Pruebas funcionales para diagnéstico de hiperaldosteronismo primario. Adaptado de: Funder et al. 2008

Seudohipoaldosteronismo

Sindrome debido a una resistencia a la accién de aldosterona
al no existir respuesta a los mineralocorticoides debido a un
déficit de receptores funcionales de mineralocorticoides.
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INTRODUCCION

El hipotadlamo es el centro de la regulacion neuroendocrina,
auténoma y homeostéasica y actia como centro integrador
coordinando mensajes del entorno, ritmos, patrones de
desarrollo endégeno, emociones y sefiales corporales, para
producir de forma integrada, respuestas autdbnomas
tempranas y respuestas endocrinas relativamente tardias.
Comprende a la region del cerebro que rodea al sector
inferior del tercer ventriculo. La hipdfisis o glandula pituitaria,
es una estructura del cerebro de pequefio tamafio que se
encuentra debajo del talamo y forma parte del suelo del
tercer ventriculo del cerebro. La hipdfisis es una glandula
endocrina de pequefio tamafio situada en el interior de una
estructura 6sea llamada silla turca, en la base del cerebro.
Estd formada por dos lobulos: la adenohipdfisis o lébulo
anterior y la neurohipdfisis o lI6bulo posterior. Ambos lébulos
se conectan con el hipotalamo a través de un tallo que
contiene vasos sanguineos y proyecciones de las células
nerviosas.

La adenohipdfisis constituye el 75% de la glandula y se
comunica con el hipotdlamo a través de vasos sanguineos
que forman el sistema portal hipotalamo-hipofisiario. Esta
formada por células endocrinas que secretan las siguientes
seis hormonas fundamentales: corticotropina (ACTH),
somatotropina o hormona del crecimiento (GH), prolactina
(PRL), tirotropina (TSH), lutropina o hormona luteinizante
(LH) y folitropina o hormona foliculo estimulante (FSH). En
este capitulo nos vamos a centrar en la hormona del
crecimiento (GH).

La neurohipdfisis estd formada por las terminaciones
nerviosas procedentes de los nlcleos supradptico y
paraventricular del hipotalamo, por lo que el hipotalamo se
comunica con la neurohipdfisis a través de una via nerviosa.
Estas neuronas del hipotdlamo producen oxitocina y
vasopresina que viajan a la neurohipdfisis donde se
almacenan para su secrecidon en respuesta a estimulos
nerviosos.

HORMONA DEL CRECIMIENTO (GH)

La hormona del crecimiento o somatotropina es especifica
para cada especie animal, por ello en el caso de los humanos
s6lo podemos responder a la GH humana (hGH), codificada
en el brazo largo del cromosoma 17 (17922-24).
Estructuralmente, estid formada por una Unica cadena
polipeptidica de 191 aminoéacidos con un peso molecular de
21.500 Da y dos puentes disulfuro intramoleculares. En su
mayoria, es secretada por las células somatotropas, que
constituyen el 50% de la adenohipdfisis y almacenada en
granulos intracelulares. Ademas, las células
mamosomatotropas expresan simultaneamente prolactina y
GH.
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Durante el dia, el plasma tiene una concentracion de GH
estable y relativamente baja (< 2 ng/ml), con varios picos
secretores. En contraste, durante la noche, adultos y nifios
muestran un aumento de la actividad secretora
(aproximadamente 90 min antes del inicio del suefio),
alcanzando el pico mas alto durante el suefio profundo.

10 ]

Somatotropina sérica
(MglL)

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 4
Horas del dia

Figura 6. Ritmo circadiano de la concentracién de
somatotropina sérica. Se aprecian los niveles mas
elevados a las 3 horas tras las comidas y ejercicio y a los
90 minutos del inicio del suefio profundo. Tomado de:
Gonzéalez Hernandez A, 2014.

ACCIONES FISOLOGICAS

La hormona del crecimiento es secretada de forma pulsatil
por las células somatotropas de la adenohipofisis y viaja por
el torrente sanguineo unido a proteinas solubles de alta
afinidad GHBD dirigiéndose a los ¢érganos diana. Los
receptores de hormona del crecimiento, GHR, estan
ampliamente distribuidos en el organismo especialmente en
el higado.

Cuando la GH se une a su receptor, éste dimeriza y las
enzimas JAK?2 producen una fosforilacion cruzada entre ellas
y el propio receptor. A continuacion, la JAK2 fosforilada,
fosforila a su vez a la proteina STAT5 y se inicia una cascada
de sefializacion que lleva a la activacion de diversos factores
de transcripcion que seran los responsables de la respuesta
a la accién de la GH. Mediante este receptor, la GH estimula
en el higado la produccion del factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF-1, somatomedina C).

La somatotropina puede ejercer sus acciones biolégicas
directamente o a través del IGF-1. La accion directa de la GH
sobre los diferentes tejidos diana es:

— En primer lugar, en el higado, se produce la
sintesis del efector IGF-1, asi como de la proteina
transportadora IGFBP, y de la subunidad del
acido labil ALS.



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

GH
1
PlL(P
Dimerizacién y
é: autofosforilacion P P
JAK2
osfonlacmn y
5 dimerizacidn 5
STATS

Activacidn de factores
de transcripcidn

Figura 7. Unidn de la hormona del crecimiento a su
receptor y activacion de la via de sefializacion JAK/STAT-
cinasa. Adaptado de: Gonzéalez Hernandez A, 2014

— Estimula la gluconeogénesis en el higado y
disminuye la captacién de glucosa por parte de
los tejidos, aumentando la concentracion de
glucosa en sangre, es decir, tiene una accion
hiperglucemiante.

— Incrementa el crecimiento de tejido 6seo y la
proliferacion de cartilago en la epifisis con un
aumento en la captacibn de aminoéacidos y
proteinas.

— Incremento de la masa muscular.

Hormona hipotaldmica
liberadora de GH (GHRH)

Somatostatina

Adenohipaofisis
(cels, somatotropas)

de la GH

- -2 IGFs
GHBP (accion

IGFBPs

Circulacion

Higodo

ALS

Accion directa

endocring)

Ce IGFs

ci«d«N \
Complejo trimolecular

— El incremento en el crecimiento de tejidos
blandos y esqueleto se acompafia de cambios en
el metabolismo electrolitico como aumento de la
absorcion intestinal de calcio y de la
concentracion de fosforo en plasma vy
disminucion de la secrecién urinaria de sodio y
potasio.

En cuanto a la accion indirecta de la GH, es ejercida por el
efector IGF-1 o factor de crecimiento similar a la insulina o
somatomedina C. Su concentraciébn depende de su
produccién en el higado en respuesta a la GH. Su accion esta
ligada a la sintesis y secrecién de IGFBP3 y de la subunidad
del acido labil, ya que el IGF-1 circula unido a estas proteinas
formando un complejo ternario de alto peso molecular que
aumenta su tiempo de vida media, regula su transporte y su
disponibilidad. Debido a la alta afinidad de union entre el IGF-
1 y IGFBP3, su concentracion en plasma es mucho mas
estable que la de la GH. Finalmente, proteasas periféricas,
liberan el IGF-1 para su entrada en la célula.

El IGF-1 lleva a cabo muchas de las acciones fisiologicas de
la GH de forma indirecta. Su concentracion en sangre
aumenta desde el nacimiento hasta la pubertad, momento en
el cual comienza a descender. Su accion en los tejidos es:

— En el cartilago, estimula la sintesis de DNA y
RNA y la formacién del colageno.

— Ademas de su efecto promotor del crecimiento,
muestra actividad similar a la insulina en otros
tejidos, incrementando la oxidacién de la glucosa

autocrina y
acrina)

—_—
IGF1R ¥ Otras proteinas
O GH o IGF
Fragmentos | dependientes
de IGFBPs
Tejido diana

Proteasas circulantes

(IGF+IGFBP3+ALS)
Glcwodon

IGF+IGFBP

Figura 8. Representacion esquematica del sistema GH-IGF1. Tomado de: https://www.pediatriaintegral.es
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en tejido adiposo y estimulando el transporte de
glucosa y aminoacidos.

REGULACION

La liberacion de hormona del crecimiento esta controlada por
dos factores hipotalamicos (somatoliberina y somatostatina)
secretados en el sistema de circulacién portal desde las
terminaciones nerviosas en la eminencia media del
hipotalamo hasta las sinusoides capilares de la glandula
pituitaria. El sistema portal hipotdlamo-hipofisario, transporta
las hormonas neurosecretoras procedentes del hipotalamo
hasta la adenohipdfisis.

— GH-RH (somatoliberina): activan las células
somatotropas para liberar hormona del
crecimiento. Ademas de su efecto promotor del
crecimiento, muestra actividad similar a la
insulina en otros tejidos, incrementando la
oxidacion de la glucosa en tejido adiposo y
estimulando el transporte de (glucosa Yy
aminoacidos.

— Somatostatina: inhibe la secrecién de hormona
del crecimiento. También se encuentran en las
células delta del pancreas y otras localizaciones
del tracto digestivo.

Parece ser que la influencia del hipotalamo sobre la
secrecion de hormona de crecimiento es predominantemente
inhibidora a través de la secrecién de somatostatina; por ello,
una lesion en las conexiones hipotalamo-hipofisarias
produce liberacién de GH.

— Hormona Ghrelina: es un péptido de pequefio
tamafio, liberado por las células neuroendocrinas
de la mucosa gastrica. Estimula tanto la
secrecion de somatoliberina (GH-GR) como la
liberacion directa de GH.

La secreciébn de somatoliberina se hace en picos que
provocan la liberacion pulsatii de GH, mientras que la
somatostatina establece el tono basal. Ademas, la IGF-1
actua ejerciendo una inhibicidn sobre la secrecion de GH por
retroalimentacion.

La hormona del crecimiento también se ve inhibida o activada
por otros factores. La obesidad, hiperglucemia, acidos
grasos libres e hipotiroidismo producen una supresion de
GH, mientras que el ejercicio, el estrés, hipoglucemia,
aumento en la cantidad de amino&cidos circulantes, el suefio
profundo, ayuno y estrogenos actlian activando la secrecion
de GH.

PATOLOGIA
e Exceso de hormona del crecimiento
Acromegalia

Esta patologia tiene lugar cuando se produce un exceso de
la secrecion de GH posterior al cierre de las epifisis, es decir,
después de la adolescencia. Su incidencia es de 3-4
pacientes por millon de habitantes/afio, con una prevalencia
de 40-60 personas por millon. El inicio y progresion de la
enfermedad son lentos y el intervalo entre el comienzo de los
sintomas y el diagndstico oscila entre 5-10 afios. La causa
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Figura 9. Regulacion de la secrecién de hormona del
crecimiento. Adaptado de: https://mejorconsalud.com

Células neuroendocrinas
de la mucosa géstrica

mas comun de acromegalia es el adenoma somatotropo o
adenoma de la hipdfisis productor de GH. Los adenomas
somatotropos representan un tercio de los adenomas
hipofisarios. El 40% de los pacientes son portadores de una
mutacion de la subunidad alfa de la proteina Gs acoplada
con el receptor de la hormona liberadora de hormona de
crecimiento (GHRH). El resto de las causas, todas muy
infrecuentes, son el exceso de secrecion de GHRH por
tumores hipotaldmicos, tumores neuroendocrinos o no
neuroendocrinos. Los sintomas clinicos de la acromegalia
son causados por el exceso de GH o de IGF-I y sintomas
compresivos o derivados del “efecto masa” del adenoma. El
exceso de GH estimula la produccion hepatica de IGF-I que
causa la mayoria de las manifestaciones clinicas.

— Crecimiento acro y de tejidos blandos: es
caracteristico de la enfermedad y se produce casi
en el 100% de los pacientes con aumento de
nariz, pies y manos, macroglosia con facies
toscas y rasgos rudos.

— Crecimiento visceral: crecimiento del corazon
con hipertrofia ventricular y miocardiopatia y
bocio en el 32% de pacientes.

— Alteraciones 6seas: artropatia hipertréfica debido
al crecimiento del tejido sinovial y cartilago.

— Patologia tumoral: entre el 10 y 15% de las
muertes de pacientes con acromegalia se deben
a tumores malignos.

—  Efectos metabdlicos:

— Hiperglucemia, provocando diabetes
mellitus en el 25% de los casos.

— Hiperfosfatemia en el 70% de los
pacientes debido a la accion de IGF-1
sobre la absorcion de fosforo en el
tubulo renal.

— Hiperprolactinemia en caso de tumores
mixtos productores de GH y PRL.
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— Sintomatologia compresiva: cefalea (70%),
alteraciones visuales (25%) y alteraciones en el
resto de hormonas.

La supervivencia se relaciona con los niveles de hormona del
crecimiento, la duracion de la enfermedad y con la presencia
de patologia cardiovascular, hipertension o diabetes mellitus
en el momento del diagnéstico.

Gigantismo

Esta patologia se produce cuando esta hipersecrecién ocurre
antes del cierre de las epifisis, es decir, durante la infancia.
Es un trastorno infrecuente que en la mayoria de los casos
se produce por un adenoma hipofisario. Produce un aumento
en la velocidad del crecimiento de los huesos largos y
conlleva un aumento de la estatura final pero no suele
producir deformacién 6sea. Con frecuencia se produce
pubertad tardia o hipogonadismo hipogonadotrépico.

e Deficiencia de hormona del crecimiento
Enanismo

El enanismo de Laron es una enfermedad de origen genético
caracterizada por una marcada baja estatura. Se asocia a
niveles normales de hormona del crecimiento en suero y
niveles bajos de IGF-1, que no aumentan tras la
administracion de GH exégena (mutacion en el GHR). Las
caracteristicas fisicas de la enfermedad incluyen: frente
prominente, puente nasal deprimido, bajo desarrollo de la
mandibula, obesidad troncal y pene pequefio.

Deficiencia de GH en el adulto

Suele deberse a una lesion hipotalamica o de las células
somatotropas de la hipofisis. Es el trastorno mas frecuente
en pacientes con adenomas grandes de la hipéfisis o que han
sido irradiados en la misma. La deficiencia hormonal
hipofisiaria sigue un patréon secuencial hormonal tipico, en el
que la pérdida de la reserva de GH anuncia la posterior
deficiencia de otras hormonas. El orden de secuencia de la
pérdida hormonal suele ser:

| GH — FSH/LH — TSH — ACTH

La deficiencia de hormona del crecimiento en adultos puede
llevar a:

Disminucion de la capacidad de esfuerzo.
— Aumento de factores de riesgo cardiovascular.

— Composicion corporal anormal. (aumento de grasa
corporal).

— Disminuciéon de la masa 6sea, aumentando el riesgo
de fracturas.

— Deterioro de la calidad de vida.

DIAGNOSTICO

Para el diagnéstico de patologias asociadas a un exceso o
un déficit de hormona del crecimiento es necesario realizar
pruebas funcionales. Esto se debe a que la concentracion de
GH varia ampliamente en condiciones normales y una
medida aleatoria de la misma no proporciona mucha
informacién.

e Test de supresién
Sobrecarga oral de glucosa (SOG)

El diagndstico de acromegalia tiene que confirmarse
mediante un test de SOG, esta prueba funcional pretende
comprobar si la GH se suprime frente a un estado de
hiperglucemia que como se ha comentado anteriormente, en
situaciones normales, produciria la inhibicién de la secrecion
de la hormona. La ausencia de supresién de GH ante la
sobrecarga oral de glucosa refleja una hipersecrecion de la
misma. El test consiste en una extracciéon de sangre basal y
la posterior administracién de 75g de glucosa que se debe
ingerir en unos 5 minutos. A continuacion, se realizan nuevas
extracciones a los 30, 60, 90 y 120 minutos y en ellas se
determina la glucosa y la GH. Se considera que se consigue
una adecuada supresiéon cuando la GH post estimulo es
inferior a 0.4 ng/dL.

e Test de estimulo

Debido a que la secreciéon de GH (hormona de crecimiento)
es pulsatil, para diagnosticar la existencia de una deficiencia
en la secrecion de GH debe recurrirse a estimulos
fisiologicos. Todas las pruebas de estimulacion deben de
realizarse en ayunas, dado que la mayoria de pruebas
pueden ser bloqueadas en presencia de niveles elevados de
glucemia y acidos grasos libres. Se establece como criterios
del déficit de GH en nifios, la falta de una respuesta
aceptable, al menos a dos estimulos de provocacion.

Test de hipoglucemia insulinica

Se pretende valorar la reseva de GH vy la integridad del eje
hipotdlamo-hipéfisis ya que la hipoglucemia provoca
liberacion de GH. El test consiste en una extraccion de
sangre basal y una posterior administracion intravenosa de
0.1 U/kg de insulina rapida. A continuacién, se realizan
nuevas extracciones a los 15, 30, 45, 60 y 90 minutos y se
determina la glucosa y GH. Para considerar el estimulo como
valido, la glucemia a los 15 minutos debe ser inferior a 40
mg/dL y se considera una respuesta normal una
concentracién de GH superior a 7.4 ng/mL.

Ejercicio intenso + propranolol

El propranolol es un bloqueante beta-adrenérgico que
estimula la liberacién de GH y su accion se potencia al
asociarse a un estimulo fisiolégico como el ejercicio. El test
consiste en una extraccion de sangre basal y una posterior
administracién de propranolol. Se debe realizar un ejercicio
regular e intenso durante 15 minutos y a continuacion realizar
otra extraccion donde se determina la GH. Se considera una
respuesta normal una concentracion de GH post-esfuerzo
superior a 7.4 ng/mL.

Test de clonidina

La clonidina es un estimulante alfa-adrenérgico que actla a
nivel central sobre la secrecién de hormona del crecimiento.
El test consiste en una extraccion de sangre basal tras un
reposo del paciente de 30 minutos. A continuacién, se
administra de forma oral, la correspondiente dosis de
clonidina y se realizan extracciones a los 60, 90 y 120
minutos en las que se determina la GH. Se considera una
respuesta normal una concentracién de GH post-esfuerzo
superior a 7.4 ng/mL.

61



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

Tumor hipofisario

.

IGF-I
[
Y v
Normal Elevado
L -
No acromegalia GH tras SOG
|
v v
Suprimida < 1ug/l No suprimida
v v
No acromegalia RM
silla turca

|
v v

Tumor o silla MNormal
turca vacia
* !
GHRH/RM
Adenoma GH torax y abdomen

Figura 10. Algoritmo diagnéstico de adenomas productores de hormona del crecimiento. Tomado de: Durdn Rodriguez-
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INTRODUCCION

La embriologia humana, mas recientemente denominada
“Biologia del desarrollo”, es la ciencia que estudia el
desarrollo embrionario, razén por la cual se encuentra
estrechamente vinculada a areas de estudio como la
anatomia y la histologia. El embarazo conlleva un conjunto
de cambios fisiol6gicos y hormonales que comienzan con la
fecundacion y finalizan, tras una serie de fases en las que el
embrién va adquiriendo complejidad, con el nacimiento del
nuevo individuo independiente. En este capitulo se pretende
resumir todo el proceso de embriogénesis humana con la
finalidad de servir de base de conocimiento para comprender
algunas de las patologias asociadas como son las molas
hidatiformes y los coriocarcinomas.

GAMETOGENESIS

La gametogénesis o proceso de formacion de los gametos
se inicia a partir de las células primordiales germinales
(CPG), que son las células precursoras de las células
germinales. Las CPG provienen del endodermo del saco
vitelino del embrién, que en las primeras etapas del
desarrollo migran hasta las génadas para dar lugar, tras
sucesivas mitosis y una meiosis, a los gametos maduros. Se
diferencian por su gran tamafio y su elevado contenido en
fosfatasa alcalina.

Distinguimos dos tipos de gametogénesis: a) la formacion del
oocito Il en la mujer (ovogénesis); y b) la formacion de los
espermatozoides en el hombre (espermatogénesis).

e Ovogénesis:

Las CPG migran a los ovarios en desarrollo donde dan lugar
a oogonias, que proliferan por mitosis hasta alcanzar los 7
millones en el 5° mes de embarazo, momento en el cual
muchas de ellas sufrirdn un proceso de atresia. Hacia el
séptimo mes las oogonias restantes se diferencian hacia
oocitos primarios diploides, formando los foliculos
primordiales en la corteza ovérica. En el nacimiento, los
ovocitos primarios entran en profase | hasta dictioteno.
Después del nacimiento no se formardn mas oocitos
primarios.

A partir de la madurez sexual, cada 28 dias por accion de la
FSH, entre 15-20 foliculos primordiales con oocitos primarios
continuaran la divisibn meidtica. Normalmente sélo uno
alcanzara la madurez completa y su citoplasma se dividira
asimétricamente dando dos células: un corpusculo polar y un
oocito secundario haploide, conteniendo este Ultimo todo el
potencial de desarrollo. Este oocito continuara la meiosis I
hasta la metafase Il, momento en que se detendra y sera
liberado por el ovario en la ovulacion (ocurre
aproximadamente el dia 14 del ciclo menstrual). Sélo se

jcompletara la meiosis |l si este oocito Il es fecundado, dando
lugar al segundo corpusculo polar y al 6vulo maduro.

e Espermatogénesis:

A diferencia de lo que ocurre en la ovogénesis, en este caso,
las CPG que llegan a los testiculos en desarrollo no
comienzan la meiosis y permanecen en espera hasta la
pubertad. Las CPG originaran células germinales inmaduras
llamadas espermatogonias A, que se dividirdn
continuamente por mitosis, originando asi una poblacion de
células madre y espermatogonias tipo B, mas diferenciadas.
Algunas espermatogonias B diferenciaran a espermatocitos
primarios diploides que entraran en meiosis | (dura varias
semanas, con una profase muy larga de 22 dias) dando
espermatocitos secundarios haploides, los cuales sufriran la
meiosis Il (unas 8 horas) produciendo 4 espermatidas, con
citocinesis incompleta. Las espermatidas completaran su
diferenciacion morfolégica a espermatozoides maduros en la
luz del tubo seminifero (proceso denominado
“espermiogénesis”, que incluye la formacién del acrosoma,
la condensacion del ndcleo, la formacion del cuello y cola, la
pérdida de volumen citoplasmatico y la completa citocinesis).

El proceso de espermatogénesis total dura 64-72 dias. No
obstante, los espermatozoides no alcanzaran la movilidad
completa hasta que tenga lugar el proceso de maduracion en
el epididimo. Asimismo, sera necesario un proceso de
capacitacion para poder fecundar al 6vulo, el cual ocurre en
los oviductos de la mujer por sustancias secretadas por el
conducto genital femenino.

FECUNDACION

La fecundacion supone el inicio del embarazo. Tiene lugar en
la regién de la ampolla de las trompas uterinas (proximal al
ovario) y conlleva que el oocito secundario finalice la
segunda divisibn meidtica, originando el oévulo. La
fecundacién termina cuando los dos juegos de cromosomas
se unen dando lugar a una Unica célula o zigoto y tiene como
resultado el restablecimiento del nimero diploide de
cromosomas Yy la determinacién del sexo del individuo.

PERIODO PREEMBRIONARIO

El periodo preembrionario abarca las semanas 1 y 2 del
embarazo. Incluye todas aquellas fases por las que pasa el
zigoto hasta dar lugar al embrién: a) Segmentacién, b)
Blastogenia, ¢) Implantacion, y d) Formacion del disco
germinativo bilaminar (DGB).

e Segmentacion:

Conjunto de mitosis sucesivas que acontecen en el zigoto
una vez terminada la fecundacién y que originan una
agrupacion celular llamada morula. En el estadio de ocho
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Figura 1. Fenédmeno de migracién de células primordiales germinales (CPG), esquema de espermatogénesis y de
ovogénesis en humanos. Tomados de: https://www.freejpg.com.ar

células ocurre el fendmeno de compactacion, agrupacion
compacta de blastbmeros por uniones estrechas. La
compactacion separa las células del exterior de las células
internas, que se comunican por uniones gap. Este proceso
es necesario para la segregacion de células internas que
formaran el embrioblasto. Cuando existen 16 células se
habla de morula, con células centrales (masa celular interna,
mci) que originaran los tejidos del embrion y células
periféricas (masa celular externa, mce) para los tejidos
extraembrionarios. La morula viajard hasta el Gtero donde
llega 3-4 dias post-fecundacion.

e Blastogenia:

La formacion del blastocisto o blastula ocurre en la cavidad
uterina cuando en la moérula entra liquido del Gtero y se forma
una cavidad interna llamada blastocele. Las células de la
masa celular interna forman el embrioblasto (precursor del
embrion), mientras que las células de la masa celular externa
originan el trofoblasto (precursor de los tejidos
extraembrionarios: porcion embrionaria de la placenta). El
embrioblasto se sitla en un polo.

e Implantacion:

Ocurre hacia el dia 6 cuando las células del trofoblasto sobre
el embrioblasto se unen por pinépodos de las células
epiteliales del endometrio. El sincitiotrofoblasto (células mas
externas del trofoblasto, tejido celular multinucleado)
erosiona la mucosa uterina y penetra en ella. A la vez el

64

endometrio, en fase secretora, luteinica o progestacional,
anida la blastula.

En caso de que la implantacion ocurra fuera del Gtero se
producird un embarazo ectdpico. El 95% de los cuales
aparece en las trompas de Falopio (embarazo tubérico),
aunque hay multitud de localizaciones ectdpicas: embarazo
cervical, embarazo intersticial, embarazo ovarico, embarazo
peritoneal y embarazo abdominal.

e Formacion del disco germinativo bilaminar (DGB):

Ocurre durante la 22 semana. El trofoblasto (proveniente de
la masa celular externa) da lugar a: citotrofoblasto (capa
interna de células mononucleares) y sincitiotrofoblasto (capa
externa de células fusionadas). Simultaneamente, en el
embrioblasto (proveniente de la masa celular interna)
también se originan dos capas, llamadas epiblasto e
hipoblasto, que forman el disco germinativo bilaminar o
blastodisco. En el interior del epiblasto aparecera la cavidad
amniotica. También se formara el saco vitelino primitivo, de
modo que el DGB se localizara entre la cavidad amniética y
el saco vitelino primitivo.

El sincitiotrofoblasto continda penetrando en el endometrio y
aparecen oquedades en su interior denominadas lagunas
trofoblasticas de manera que en el dia 11-12 el blastocisto
estara completamente introducido en el estroma endometrial.
En estos dias comienza la circulaciéon uteroplacentaria,
cuando las células del sincitiotrofoblasto se introducen mas
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https://sites.google.com/site/licelotcontrerastroncoso/primer-tema, T.W. Sadler, 2016

en el endometrio, erosionan los capilares maternos y la
sangre materna penetra en las lagunas del
sincitiotrofoblasto. Se forma, asimismo, el mesodermo
extraembrionario, tejido conjuntivo laxo en el cual aparecen
después cavidades pequefias que se fusionan y forman la
cavidad coridnica. De esta forma, queda el preembrién
bilaminar con amnios por encima y saco vitelino por debajo,
todo ello rodeado de mesodermo extraembrionario, y que se
une al corion (parte embrionaria de la placenta compuesto
por mesodermo extraembrionario, cito y sincitiotrofoblasto)

por el pediculo de fijacion. Finalmente, el dia 13-14 aparecen
vellosidades cuando el citotrofoblasto empuja hacia dentro
del sincitiotrofoblasto en el endometrio.

PERIODO EMBRIONARIO Y PERIODO FETAL

El periodo embrionario comprende desde la semana 3 ala 8
del embarazo. Incluye todas aquellas fases por las que pasa
el embrién hasta dar lugar al feto: a) Formacién del disco
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germinativo trilaminar
Organogénesis.

(DGT), b) Neurulacion, y c)

e Gastrulacion o formacion del disco germinativo
trilaminar (DGT):

También llamado gastrulacion. Comienza con la formacion
de la linea o estria primitiva, una condensacion celular
longitudinal en la linea media, en la regidon posterior de la
superficie del epiblasto, por donde las células epiblasticas se
invaginan para formar unas capas de células entre el
epiblasto y el hipoblasto. De esta manera se origina asi el
endodermo a partir del hipoblasto y el mesodermo y
ectodermo a partir del epiblasto.

e Neurulacién:

Formacion del tubo neural, primer indicio del sistema
nervioso. Ocurre durante los dltimos dias del primer mes.
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e Organogénesis:

En la octava semana el embrién ya tiene aspecto humano,
momento en el cual se denomina feto. Las tres capas
embrionarias dan lugar a tejidos y érganos. El ectodermo
origina el sistema nervioso central, el epitelio sensorial
auditivo, nasal y ocular, la epidermis (con pelo y ufias), las
glandulas subcutaneas, las glandulas mamarias, la hipd&fisis
y el esmalte dentario. EI mesodermo origina la dermis, el
sistema muscular, el esqueleto, el sistema urogenital, la
pleura, el peritoneo, el pericardio, y las células y vasos
sanguineos. El endodermo, por su parte, origina la mucosa
del tubo digestivo, el revestimiento epitelial de tubo digestivo,
el revestimiento epitelial del aparato respiratorio, el
parénquima de amigdalas, tiroides, paratiroides, higado,
pancreas, estroma reticular de las amigdalas y timo, el
revestimiento epitelial de vejiga y uretra, y el revestimiento
epitelial de la cavidad timpanica y de las trompas de
Eustaquio.
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Figura 4. Gastrulacion. Neurulacion e inicio de organogénesis. Tomado de:
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El periodo fetal comienza la semana 9 y finaliza con el parto.
Durante estos meses tendra lugar la maduracion de tejidos y
organos, asi como el crecimiento del feto, especialmente
durante el tercer trimestre.

ESTRUCTURAS ANEJAS
e Placenta

La placenta humana se trata de un dérgano que esta
constituido, al principio del cuarto mes, por el corion frondoso
(componente fetal) y la decidua basal (componente
materno). Como se ha mencionado previamente, el corion
corresponde a la parte embrionaria de la placenta
(mesodermo extraembrionario, citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto). En lo concerniente a la decidua, esta se
trata de la capa funcional del endometrio (células con alto
contenido en lipidos y glucégeno), que se desprende durante
el parto.

La placenta a término pesa unos 500 gramos y es expulsada
unos 30 minutos después del parto. Es de tipo
hemocorionica, es decir, la sangre materna esta separada de
la sangre fetal por un derivado corionico formando la barrera
placentaria. La irrigacion de la placenta se produce por las
arterias espirales, mientras que la sangre vuelve a
circulacion materna por las venas endometriales.

La placenta presenta las siguientes funciones basicas:

- Metabolismo: Inicialmente sintetiza glucégeno,
colesterol y acidos grasos, que sirven de fuente de
energia al embrion-feto.

- Intercambio de gases, electrolitos, nutrientes y
anticuerpos por distintos mecanismos de
transporte: Los gases (02, CO2, CO) y el agua
mediante difusion pasiva; la glucosa, aminoacidos y
vitaminas mediante difusion facilitada; la IgG y otras
proteinas mediante transcitosis. Las hormonas
proteicas generalmente no atraviesan la barrera
placentaria, y la tiroxina y triyodotironina pasan
lentamente la barrera. Por el contrario, las
hormonas esteroideas atraviesan con facilidad.

- Funcion endocrina: La placenta, concretamente el
sincitiotrofoblasto, como se explicara en detalle en
el siguiente capitulo, es un 6rgano endocrino muy
activo.

e Corddén umbilical

Estructura originada a partir del pediculo de fijacion. Su
funcién es unir la placenta al embrién. Si es corto (<30 cm)
puede ser causa de dificultad en el descenso,
presentaciones anémalas y sufrimiento fetal. Si es largo (>65
cm) puede favorecer la aparicion de nudos y prolapso. Tiene
2 arterias y 1 vena rodeados por tejido conjuntivo mucoso.

e Amnios y liquido amnidtico

Saco situado alrededor del embrion y del feto. Permite el
desarrollo normal del feto, el crecimiento externo simétrico,
los movimientos fetales, es barrera a infecciones, amortigua
golpes, permite el control de la temperatura e impide
adhesion del embrién/feto al amnios. Con la amniocentesis
(extraccién de liquido amniético a partir de 14-16 semana de
gestacién) se pueden hacer pruebas bioquimicas:
alfafetoproteina (AFP), surfactante pulmonar, diagndstico de
cromosomopatias, etc. Existen dos situaciones patoldgicas
relacionadas:

- Oligohidramnios: Volumen bajo de liquido amniotico
(<500 mL en el 3° trimestre), debido a insuficiencia
placentaria, rotura de membrana amniocorionica,
agenesia renal o muerte fetal.

- Polihidramnios: Volumen alto de liquido amniotico
(>2 litros en el 3° trimestre). Son idiopaticas (35%),
diabetes materna (25%), anomalias congénitas
(anencefalia, atresia esofagica, etc.).

NACIMIENTOS MULTIPLES

Los nacimientos miltiples pueden ser de dos tipos: gemelos
monocigéticos o gemelos dicigéticos:

e Gemelos monocigéticos:

Se forman a partir de un mismo cigoto que se divide en dos
embriones, por lo que se comparte un Unico genotipo y sexo.
Asimismo, en funcién del momento en que ocurre la division
celular se distingue:

- Gemelos bicoriales-biamnidticos: Dos sacos
amniodticos y dos placentas. Esto ocurre cuando la
separacion del embrioblasto tiene lugar en las 72
horas tras la fecundacion.

- Gemelos monocoriales-biamniéticos: Una placenta
y dos bolsas amnidticas. Esto sucede cuando la

division ocurre entre los 4-8 dias tras la
fecundacion.
- Gemelos  monocoriales-monoamnioéticos:  Una

placenta y una bolsa amniética. Esto aparece
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cuando la separacién del disco embrionario ocurre
pasados ocho dias tras la fecundacion.

- Gemelos siameses: Si la division se produce
después de la segunda semana, el embrioblasto no
llega a dividirse por completo y los gemelos
permanecen unidos.

e Gemelos dicigoticos:

Resultado de la fecundacion de dos ovocitos expulsados en
el mismo ciclo menstrual, por dos espermatozoides, por lo
gue ambos gemelos tendran distinto genotipo. Siempre son
bicoriales-biamniéticos, aunque en ocasiones pueden
fusionarse.

MOLA HIDATIFORME

Las molas hidatiformes son productos anormales de la
fecundacion con tejidos anormales: tejido trofoblastico
hiperplasico que rodea una masa celular interna hipopléasica.
Tiene una prevalencia de 1/1000 embarazos y entre sus
principales factores de riesgo se encuentran: la edad de la
madre superior a 35 afios o inferior a 20 afios, asi como un
embarazo molar anterior. En la mola hidatiforme hay un
crecimiento anormal del trofoblasto, por lo cual se ve
asociada a niveles muy elevados de hCG.

Para comprender cémo se originan las molas es importante
conocer que en humanos y otros mamiferos los genes
paternos son imprescindibles para el desarrollo del
trofoblasto, mientras que los genes maternos son necesarios
para el desarrollo del embrioblasto. Esta expresion
diferencial se explica por el imprinting o impronta genética,
fendmeno en el cual la expresion de un gen depende de si
es heredado del padre o de la madre. Estos genes no siguen
un patron de herencia mendeliana sino atribuible a
mecanismos de epigenética. Estos fendmenos se pueden
observar en las molas hidatiformes.

Se distinguen dos tipos de molas hidatiformes:

- Mola hidatiforme completa: Tejido que sélo consta
de trofoblasto, que origina una placenta
desorganizada, carente por tanto de embrion o feto.
Citogenéticamente, las células tienen 46
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cromosomas, pero s6lo de origen paterno. Se
producen por fecundacién de un ovocito secundario
vacio (que ha perdido el juego de cromosomas) por
dos espermatozoides o por uno que sufre
endorreduplicacion. La situacion contraria, un
ovocito secundario que se desarrolla sin ser
fecundado por un espermatozoide se llama
partenogénesis y no se ha descrito en humanos. En
un embarazo molar completo, se fecunda un évulo
vacio con uno o dos espermatozoides y todo el
material genético proviene del padre. Los
cromosomas del 6vulo de la madre se pierden o
inactivan.

- Mola hidatiforme parcial: Formada por tejido
placentario desorganizado y embrién malformado
con células triploides (69 cromosomas), en los que
46 cromosomas son paternos y 23 son maternos.
La doble contribuciéon paterna puede ocurrir por
dispermia o por duplicacion de un juego
cromosomico haploide del espermatozoide en un
proceso de endorreduplicacion. En  estos
embarazos el feto nunca llega a término. En un
embarazo molar parcial permanecen los
cromosomas de la madre, pero el padre provee dos
grupos de cromosomas. El embrioblasto no se
desarrolla y el trofoblasto se desarrolla en exceso.

En cuanto a los sintomas, se parece a un embarazo normal
al principio, pero después no. Esta patologia estd asociada a
sangrado durante el primer trimestre, nduseas, vomitos,
presion o dolor pélvico, eliminacion por via vaginal de quistes
en forma de uva, hipertension, preeclampsia, quistes
ovéricos, anemia e hipertiroidismo. Después de extraccion
quirtrgica de la mola hidatiforme es posible que quede tejido
molar y que continde creciendo, dando lugar a un
coriocarcinoma.

CORIOCARCINOMA

Tumor maligno con gran capacidad de diseminacion, que se
desarrolla a partir de las células trofoblasticas (células que
ayudan al embrién a implantar en el Gtero y que forman parte
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Figura 6. Génesis de mola hidatiforme completa y mola hidatiforme parcial. Tomado de:
F. Gary Cunningham et al, 2011

de la placenta). Estas diseminan hacia utero y, por via
sanguinea, hasta pulmones, principalmente. Entre los
factores de riesgo se encuentran la edad materna menor de
20 afios 0 mayor de 39 afios, la edad paterna mayor de 40
afos, una historia previa de enfermedad trofoblastica y el
consumo de anticonceptivos orales.

metéstasis. Esto es debido a que es uno de los tumores mas
sensibles a la quimioterapia.

El tratamiento de eleccién consiste en la combinacién de
quimioterapia, radioterapia y cirugia. Mas del 90% de
pacientes se cura, adn en casos metastasicos. Asimismo,
practicamente la totalidad de las pacientes sin metastasis

El coriocarcinoma puede presentarse después de un pueden ser curadas. Sin embargo, en caso de metastasis a

embarazo normal; sin embargo, en un 50% de los casos se
presenta como una mola hidatiforme completa. Los
coriocarcinomas también pueden ocurrir después de un
embarazo precoz que no continla (aborto espontaneo), asi
como presentarse después de un embarazo ectépico o un
tumor genital, por lo que la B-hCG se encuentra elevada.

En lo concerniente a los sintomas, suele presentarse con
sangrado vaginal anormal o irregular, sintomas respiratorios
(disnea, tos, infiltrados pulmonares), sintomas
gastrointestinales (nauseas, vomitos, dolor intrauterino),
pérdida de peso, anemia, inflamacion de ganglios linfaticos
y, en fases terminales, hemorragia transvaginal, taquicardia,
desaturacién, muerte.

Presenta metéstasis generalmente en pulmones, higado,
cerebro y rifién. Debido a la presencia de metastasis
prematuras hacia varios érganos como el pulmon, cuando no
son tratadas a tiempo conlleva la supervivencia muy corta y
la mortalidad elevada. No obstante, a pesar de ser un tumor
bastante agresivo, puede ser curable cuando es
diagnosticado de forma oportuna, aun cuando existe

higado o cerebro la enfermedad puede ser mortal.
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INTRODUCCION

El embarazo es un estado asociado a una compleja variacion
a nivel hormonal y bioquimico que conlleva una alteracion del
ciclo ovarico normal de la gestante, todo ello debido a que la
placenta es un 6rgano con muy elevada accion endocrina. El
presente capitulo tiene por objeto el estudio del embarazo
por parte del laboratorio clinico, haciendo especial énfasis en
el componente hormonal y en el estudio de tres patologias
como son la diabetes gestacional, la preeclampsia y la
colestasis intrahepatica gestacional. Asimismo, se detalla la
relevancia del laboratorio en el estudio del periodo neonatal.

CICLO OVARICO

El ciclo ovarico normal de la mujer puede dividirse en tres
fases atendiendo al estado de desarrollo del foliculo en el
ovario (Figura 1):

Fase folicular:

En esta fase, la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), hormona secretada por el hipotadlamo, estimula la
secrecion de hormona foliculoestimulante (FSH) por parte de
la hipdfisis, que a su vez estimula el crecimiento de foliculos
primarios. El foliculo en desarrollo produce estrégenos, los

Fase ovulatoria:

El foliculo maduro secreta gran cantidad de estrégenos, los
cuales, durante estos dias, de manera excepcional, poseen
un efecto de retroalimentacion positiva (feedback positivo)
sobre la secrecion hipofisaria de FSH vy, sobre todo, de
hormona luteinizante (LH). La LH estimula asi intensamente
la secrecion de estrégenos y progesterona.

Fase luteinica:

Las altas concentraciones de LH estimulan la transformacion
de las células de la granulosa y de la teca del foliculo en
células secretoras (luteinicas) que descienden la produccion
de estrégenos y determinan la produccién mayoritaria de
progesterona. El foliculo se convierte en cuerpo lateo. La
progesterona, producida por el cuerpo liteo prepara al
endometrio del Utero para la implantacion.

Si no hay fecundacién, el cuerpo liteo degenerara y tendra
lugar, como consecuencia, la menstruacion. Los niveles de
progesterona y estrégenos disminuiran al final de la fase
luteinica y los niveles de LH y FSH comenzaran a aumentar
nuevamente, lo que es una sefial de inicio de un nuevo ciclo.

En caso de haber embarazo, el embriébn en desarrollo
secretara gonadotropina coridnica humana (hCG), que
prolongara la vida del cuerpo Iuteo lo suficiente hasta que se

cuales ejercen retroalimentacién negativa (feedback ‘ a ol q | veles d
negativo) sobre el eje hipotadlamo-hipofisario. orm,e a placenta y esta pue ‘j’l mantener 0s niveles de
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e ol Fase folicular Fase litea
/\
,/ [
Niveles de hormona / \
gonadotropica AN
: — ——— — e RN
= v - W - | ) = =~ Gonadotropina o
3 e @ @ I ) /o fﬂ—J ﬁ y =~ E 120+ coriénica humana -24 2
m ! S8V 3 = = Progesterona 22 % =
Foliculo 2 ) Cuerpo g 100 = Estrégenos F20 ©| 300«
primario  Teca Antro Ovulacién del cuerpo lateo albicans 18 o
maeo £ § ®
£ 80- 16 : E
8 14 g
Niveles de . 200
honnona‘scsovaﬂcas :§ 60 ~§ L12 8 §
Estrogenos g @ 10 8 %
Inhibina 40 g lg £ §,
2 3 ey -
S_ -6 g 100 o
(7, 5 204 l 4 o
B\ ) \ § 2 g
) ’ <A 0 - o elo
e ' S I\ 7*\3 ‘ .‘ ‘§ 0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 &
g\ | ” I l ‘% ‘ % %} (.”1 Duracién del embarazo (semanas)
I5igt ¢t '2 3 § {
F: o . Fa:
Sicho tRevies Periodo proliferativa e

14

Dias

Figura 1. Representacion esquematica del ciclo ovarico y uterino normal. Representacion de las variaciones hormonales de
hormona gonadotrépica, estrégenos y progesterona en ciclo normal y durante el embarazo. Obtenido de: Guyton et al., 2011
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HORMONAS PLACENTARIAS

Como ya se ha indicado en el anterior apartado, existen
principalmente dos tipos de hormonas ovaricas, secretadas
por el foliculo, y cuya naturaleza es esteroidea: los
estrogenos, como el estradiol o el estriol; y los gestagenos,
como la progesterona o la 17-a-OH-progesterona. Ahora
bien, el principal componente hormonal durante el embarazo
proviene de las hormonas secretadas por la placenta. La
monitorizacién del estado hormonal de la mujer permite
conocer si el embarazo esta sucediendo con normalidad. A
continuacion, se describen las principales hormonas
relacionadas con la gestacion:

= Gonadotropina coriénica humana (hCG):

Secretada por el embrién en desarrollo y posteriormente por
la placenta, presenta elevada accion luteotréfica (al principio
de la gestaciébn mantiene el cuerpo liteo hasta que la
placenta ya produce suficiente progesterona) y tiene como
funciones promover la sintesis de esteroides en la unidad
fetoplacentaria y estimular la sintesis de testosterona en el
testiculo fetal. Alcanza niveles maximos hacia la semana 8-
9, momento en el cual comienza a disminuir su
concentracion; y se utiliza como indicador de embarazo ya
que es detectable a los 8-9 dias de la ovulacién o un dia
después de la implantacion. Niveles elevados de hCG se ven
asociados a molas hidatiformes, cromosomopatias o
embarazo gemelar. Un descenso brusco sugiere interrupcion
del embarazo.

=  Somatotropina o lactégeno placentario (hPL):

Glucoproteina sintetizada por la placenta a partir de la 52
semana, similar a la GH, pero con poco efecto sobre el
crecimiento fetal. Es diabetogénica para la madre, es decir,
confiere prioridad al feto sobre la glucosa sanguinea
materna. Ademads, es lipolitica en la gestante para
proporcionar acidos grasos como fuente principal de energia.
Estimula la sintesis proteica en el feto y también estimula el
crecimiento de las mamas.

=  Estrégenos:

Sintetizados por ovario y glandulas suprarrenales, los mas
representativos son el estradiol (en mujeres en edad
reproductiva), la estrona (en menopausia) y el estriol
(embarazo, por accion placentaria). Durante el embarazo,
son producidos por el ovario, la placenta y el feto, siendo el
estriol el estr6geno predominante, que se detecta en
circulacion materna a medida que el embarazo progresa.

El estriol es indicador de bienestar fetal, util en la
monitorizacién de hipertension, diabetes, preeclampsia,
insuficiencia placentaria, nefropatias y aneuploidias. Permite
el desarrollo del epitelio ciliado (cuya finalidad es propulsar
el évulo fecundado hacia el utero), facilita la implantacion y
nutricién, favorece el crecimiento del (tero, mama y genitales
externos para facilitar el paso del feto por el conducto
obstétrico y prepara la mama para la lactancia (en presencia
de PRL o GH). También, presenta cierto efecto
mineralocorticoide de retencién de agua y sodio.

Los estrogenos son responsables de la aparicion de los
caracteres sexuales femeninos primarios y secundarios.

=  Progesterona:

Se trata del principal gestageno y es secretado por el cuerpo
liteo, las glandulas suprarrenales y la placenta (al final del 4°
mes Unicamente por la placenta). Es utilizada por el feto
como precursor de glucocorticoides, estimula las
secreciones nutritivas necesarias para el desarrollo de la
moérula y del blastocisto, disminuye la actividad del utero
gravido y prepara la mama para la lactancia.

Como ya se ha mencionado, la progesterona en la mujer no
gravida sélo se segrega durante la segunda mitad del ciclo
ovarico y toda ella procede del cuerpo liteo. En el embarazo,
esta funcion la desempefia principalmente la placenta. Si no
hay fecundacion, el cuerpo liteo degenera y disminuye la
produccién de estrégenos y de progesterona de forma
brusca.

=  Relaxina:

Produce la relajacion de ligamientos pelvianos y ablanda el
cuello uterino en el parto.

= Corticotropina coriénica:

Durante el embarazo, la adenohipoéfisis aumenta de tamafio
lo que se traduce en mayor secrecién de corticotropina,
tirotropina y prolactina. De este modo. incrementa la
secrecion de corticoesteroides, causantes a menudo de
hipertensién gestacional.

=  Tirotropina coriénica:

Responsable del aumento de tiroxina y del metabolismo
basal.

=  Prolactina

Estimula el desarrollo de la glandula mamaria, la produccion
de leche durante el embarazo y después del parto, asi como
la sintesis de progesterona en el cuerpo liteo.

= QOxitocina:

Secretada por la neurohipdfisis, estimula la contraccion
uterina durante el parto, junto al aumento de la relacién
estrégenos/progesterona. También promueve el proceso de
eyeccion de la leche.

MONITORIZACION DE LA GESTANTE EN EL
LABORATORIO

La variacion del estado hormonal ejerce un fuerte impacto
sobre la mujer, por lo que es importante realizar un control
periodico del hemograma, la coagulacion y de numerosos
pardmetros bioquimicos. Durante el embarazo es
caracteristico observar:

e Aumento del metabolismo basal: Sensacién de
calor e incremento de la frecuencia respiratoria.

e Aumento de peso: Efecto mineralocorticoide.

e Aumento de secrecion de PTH: Se incrementa la
resorcién de calcio del hueso para proporcionar
calcio al feto/lactante, de ahi la importancia de
suministrar vitamina D a la gestante.
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e Déficits nutricionales de calcio, fosfato, hierro y
vitaminas. Se observa anemia hipocromica en el
50% de las embarazas.

e Aumento de colesterol, triglicéridos y acidos grasos
libres.

e Aumento del filtrado glomerular y del aclaramiento
de creatinina, ureay &cido Urico.

e  Poliuria, glucosuria y proteinuria: Mayor formacion
de orina durante el embarazo (mayor ingesta de
liqguidos y mayor necesidad de eliminar productos
de desecho).

e Hemoadilucién fisiologica: El flujo sanguineo vy el
gasto cardiaco aumentan durante el embarazo.
También aumenta el volumen de sangre por mayor
retencion de liquidos.

e Coagulopatias y tromboembolismo: Aumentan los
niveles de fibrindgeno y los factores de coagulacién
VII, VIII, IXy X'y disminuyen los factores XI, XIIlI, TP.
Asimismo, desciende el TTPa: aumento de riesgo
de tromboembolismo.

El diagndstico tanto no invasivo (TPNI, DNA fetal circulante
en sangre materna) como invasivo (amniocentesis,
cordocentesis y biopsia de vellosidad corial), que se
explicara en un capitulo siguiente, es clave, junto a la
evaluacion de la translucencia nucal por ecografia, para el
cribado de anomalias cromosémicas y defectos del tubo
neural. En la trisomia 21 se observa incremento de la BhCG
e inhibina A junto a la disminucién de la AFP y del uE3. Sin
embargo, en las trisomias 13 y 18 se detecta un descenso
en los niveles de BhCG. La hormona PAPP-A, por su parte,
se ve disminuida en embarazo ectdpico, aneuploidias y
abortos. En cuanto a los defectos del tubo neural, cabe
destacar un aumento de AFP.

Cabe destacar la importante funcion que desempefia el
laboratorio en el cribado prenatal del primer trimestre
mediante las determinaciones de BHCG libre y de PAPP-A.
Estas determinaciones son claves, junto a la evaluaciéon de
determinados antecedentes maternos (por ejemplo, edad,
procedencia geogréfica o IMC) y parametros ecograficos del
feto (longitud craneo-caudal, translucencia nucal y presencia
de hueso nasal, entre otros) para el cribado de anomalias
cromosémicas y defectos del tubo neural. En la trisomia 21
se observa incremento de la BhCG. Sin embargo, en las
trisomias 13 y 18 se detecta un descenso en los niveles de
BhCG. La hormona PAPP-A, por su parte, se ve disminuida
en embarazo ectopico, aneuploidias y abortos. En aquellos
embarazos en los que se obtenga riesgo de trisomia se
llevaran a cabo estudios genéticos no invasivos (TPNI, DNA
fetal circulante en sangre materna) como invasivos
(amniocentesis, cordocentesis y biopsia de vellosidad corial).

En lo concerniente al estudio microbiolégico, es necesario
realizar un estudio serolégico para sifilis, hepatitis B,
toxoplasma, VIH, rubeola, asi como realizar cultivos de orina
y citologia para prevenir infecciones que puedan provocar
dafios en el feto.

Por dltimo, es necesario vigilar una serie de patologias
asociadas al embarazo que se explicaran en detalle a
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continuacién: la incompatibilidad ABO/Rh, la diabetes
gestacional (DG), la preeclampsia y la colestasis
intrahepética del embarazo (CIE).

INCOMPATIBILIDAD ABO/Rh
= Incompatibilidad ABO:

Se trata del tipo mas frecuente de incompatibilidad, si bien
en la mayoria de los casos no produce hemodlisis grave. Tiene
lugar cuando la madre genera anticuerpos contra antigenos
de grupos sanguineos A, B o AB, por lo que ocurre
principalmente en madres con grupo 0. No obstante, ademas
de la discrepancia entre grupo sanguineo es necesario que
los anticuerpos sean de isotipo 1gG, pues son los Unicos que
atraviesan la placenta. Algunas madres presentan una
pequefia poblacion de anticuerpos G contra antigenos ABO.

= Incompatibilidad Rh:

Forma mas peligrosa de la enfermedad (Figura 2). Tiene
lugar cuando la madre es Rh-negativo y el bebé en el Gtero
presenta células Rh-positivo. Al igual que sucede en el
apartado anterior se necesita, ademas de la discrepancia Rh,
que la madre haya entrado en contacto con sangre fetal
durante el parto de un primer embarazo de hijo Rh-positivo,
momento en el que se inmuniza produciendo anticuerpo anti-
Rh de tipo IgG.

De este modo en el segundo embarazo, si el feto vuelve a
ser Rh+, estos anticuerpos atravesaran la placenta causando
enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN). Esta
patologia se puede prevenir en la mayoria de los casos
administrando inmunoprofilaxis durante el parto con
globulina hiperinmune Rh (RhoGAM) durante el primer
embarazo. La globulina hiperinmune Rh provoca la
destruccion rapida de los eritrocitos del feto que hayan
entrado en circulacién materna, impidiendo que la madre se
inmunice, esto es, que genere anticuerpos IgG antiRh.

~~— Rh~
mother

Placenta ~C

A Anti-Rh
L antibodies

Second
Rh*
> fetus
=C
antigens
(a) First (b) Between (c) Second
pregnancy pregnancies pregnancy

Figura 2. Incompabilidad Rh. Obtenido de
https://sites.google.com/site/eritroblastosisfetalesm/home/ca
usas-de-la-eritroblastosis-fetal/fisiopatogenia-de-la-
eritroblastosis-fetal
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DIABETES GESTACIONAL

Intolerancia a los hidratos de carbono que da lugar a
hiperglucemia de severidad variable, de inicio o primer
reconocimiento durante el embarazo. Esta condicién sucede
en el 10% de los embarazos y se debe a que las hormonas
producidas por la placenta inducen resistencia de los tejidos
maternos a la insulina, lo cual conlleva un aumento de la
glucemia. El lactégeno placentario, hormona diabetégena
para la madre, confiere prioridad al feto sobre la glucosa
sanguinea materna. Durante el embarazo hay una
adaptacion materna destinada a suplir las necesidades
metabdlicas del feto: incremento de niveles de insulina y
cambios de la sensibilidad a la misma. Tras la ingesta hay
una hiperglucemia y una hiperinsulinemia méas prolongada
para asegurar un aporte postpandrial sostenido de glucosa
al feto. Asimismo, al final del embarazo, la madre utiliza
fuentes de hidratos de carbono alternativas, reservando la
glucosa para el feto.

Los sintomas son los caracteristicos de toda diabetes:
polidipsia, poliuria y polifagia. No obstante, aumenta el riesgo
de complicaciones obstétricas: macrosomia, sufrimiento
fetal, muerte intrauterina, hipoglucemias en neonato,
hipertension y preeclampsia. La glucemia retorna a valores
normales después del parto generalmente, si bien aumenta
riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2.

Existen dos tipos de pruebas diagndsticas de diabetes
gestacional:

= Test de O’ Sullivan (cribado): Consiste en la
administracion oral de 50g de glucosa y la medicion
de la glucosa basal y a los 60 minutos. Posee una
sensibilidad del 80% y se puede realizar a cualquier
hora del dia, sin necesidad de ayuno previo ni dieta
especial previa a la prueba.

= Sobrecarga oral de glucosa (SOG) (test de
confirmacion): Consiste en la administracion oral de
100g de glucosa y la medicion de la glucosa basal,
asi como a las 1, 2 y 3h. Esta prueba debe
realizarse a primera hora de la mafiana, en ayuno
de 10-12 horas y con una dieta que contenga una
cantidad igual o superior a 150g/dia de hidratos de
carbono con actividad fisica normal los tres dias
previos a la prueba. Durante la prueba es necesario
mantenerse en reposo, sentada y abstenerse de
fumar.

El algoritmo diagnostico de la diabetes gestacional (Figura 3)
distingue dos grupos de embarazadas: 1) con riesgo alto, con
antecedentes familiares de diabetes mellitus, edad igual o
superior a 35 afios, diabetes gestacional previa, macrosomia
mayor de 4Kg u obesidad con IMC mayor a 30; y 2) con
riesgo bajo-moderado, que no presentan estos factores de
riesgo.

Como se puede observar en la figura 3, si el riesgo es alto se
realizara la prueba de O ‘Sullivan durante el primer trimestre.
En caso contrario, se realizara durante el segundo trimestre
(despistaje universal). En el tercer trimestre Gnicamente se
hace para aquellas embarazadas que por lo que fuera no se
estudiaron durante el segundo trimestre y aquellas que,
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Figura 3. Algoritmo diagndstico de diabetes gestacional.
Obtenido de: https://www.fisterra.com/quias-
clinicas/diabetes-gestacional/

aunque dieran negativo presentan complicaciones tipicas de
DG.

Un resultado normal para la prueba de O’Sullivan (glucemia
menor de 140mg/dL) descarta diabetes gestacional en
pacientes embarazadas con riesgo bajo-moderado, situacion
gue no es suficiente en gestantes con riesgo alto, donde sera
necesario repetir la prueba en el segundo y en el tercer
trimestre.

Los resultados patolégicos para la prueba de O’Sullivan
deberan ser confirmados con una prueba de SOG, que se
considera diagndstico de diabetes gestacional si se obtienen
dos 0 mas puntos patolégicos.

El manejo de esta enfermedad consiste en llevar una
alimentacion sana, realizar actividad fisica diaria y el
tratamiento con insulina, o en su defecto, antidiabéticos
orales como la metformina.

PREECLAMPSIA Y ECLAMPSIA

Trastorno hipertensivo del embarazo, definido como la
aparicion de novo de hipertension arterial (HTA)
(>140mmHg/90) y proteinuria (>300mg/24h) a partir de la
semana 20 de gestacion. Se distingue entre precoz (antes de
semana 34, grave, principalmente debido a problema
placentario) y tardia (después de semana 34, leve,
principalmente por una alteracion en el metabolismo de la
glucosa de la madre).

Alrededor del 5% de las embarazadas experimenta una
elevacion rapida de la presion arterial durante los ultimos
meses del embarazo asociada a una gran pérdida de
proteinas por la orina. La disminucién de la presion oncotica
origina que el agua acceda al compartimento vascular y
aumente la presion sanguinea. Este proceso se llama
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preeclampsia o toxemia del embarazo. Ademas, se produce
una alteracion funcional del endotelio vascular y un espasmo
arterial en muchas regiones del cuerpo de la madre, que es
mas significativo en el cerebro, rifiones e higado. Descienden
por tanto el flujo sanguineo renal y el filtrado glomerular, lo
cual es exactamente lo contrario de lo que sucede en el
cuerpo de una embarazada normal.

Aunque la causa exacta es desconocida, se ha observado
gue en las embarazadas que desarrollan preeclampsia se
produce un remodelado e invasion anormal de las arterias
espirales maternas por el trofoblasto que conduce a una
hipoperfusion placentaria y a una disfuncion endotelial
sistémica, en lugar de la vasodilatacion propia del embarazo.
Sin embargo, este fallo en la placentacién no es suficiente
para explicar la alteracion endotelial que origina la
enfermedad. Las manifestaciones clinicas de la alteracion en
el desarrollo trofoblastico aparecen posteriormente en la
gestacién, cuando los requerimientos nutricionales para el
normal desarrollo del feto comienzan a superar la capacidad
placentaria para suministrar la cantidad de flujo sanguineo
necesario (“modelo de dos etapas”). La placenta reacciona
liberando a la circulacion sustancias que seran las
responsables de la disfuncién endotelial sistémica materna
durante la segunda mitad de la gestacion.

En las embarazadas con preeclampsia aumenta la liberacién
de proteinas anti-angiogénicas tirosina kinasa | relacionada
con fms soluble (sFltl) y endogenina soluble (sEng),
causantes de deterioro vascular, hipertension, proteinuria,
edemas, epigastralgia, hemorragias, ascitis, derrame pleural,
asi como anomalias renales y cardiovasculares. La
evaluacion de la gravedad del cuadro clinico es muy
importante ya que la preeclampsia puede complicarse
rapidamente dando lugar a un ictus, un sindrome de HELLP
(delinglés H: hemdlisis; EL: enzimas hepaticas elevadas; LP:
bajo recuento plaquetario) o a una eclampsia, en la cual se
desarrollan los mismos efectos que existen en la
preeclampsia, pero con una intensidad extrema. Esta Ultima
se caracteriza por espasmo vascular extendido a todo el
cuerpo, un estado generalizado de vasoconstriccion,
convulsiones clénicas maternas que a veces van seguidas
de coma, gran disminucion de la diuresis, fallo hepatico, HTA
de extraordinaria intensidad y un estado téxico generalizado
de todo el organismo.
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Los factores maternos que predisponen a padecer este
sindrome son: nuliparidad, preeclampsia previa, edad menor
de 20 afios o mayor de 40 afios, IMC mayor o igual a 35,
etnia afroamericana, técnicas de reproduccion asistida,
historia familiar, embarazo multiple y enfermedades previas
como HTA, enfermedad renal, la diabetes, lupus eritematoso
sistémico (LES), y sindrome anti-fosfolipido (SAF), entre
otros. Ademas, existe otro grupo de factores placentarios,
también implicados en el desarrollo de la preeclampsia, que
tiene su base en la disminucién de la perfusion placentaria
por causas inmunolégicas (autoinmunidad NK mediada,
anticuerpos), genéticas, factores ambientales, estrés
oxidativo y factores nutricionales.

Durante el embarazo normal, los niveles séricos del factor de
crecimiento placentario pro-angiogénico (PIGF) aumentan
progresivamente durante el primer trimestre y, de forma mas
acusada, en el segundo, alcanzando su concentracion
maxima alrededor de la semana 29-32, para posteriormente
disminuir. Por el contrario, las concentraciones de sFltl,
factor anti-angiogénico permanecen mas o menos estables
hasta las semanas 29-32 y luego aumentan rapidamente
hasta el parto.

En gestantes que desarrollan preeclampsia se observan
concentraciones de PIGF séricas significativamente mas
bajas desde el final del primer trimestre. El incremento de
concentracion de sFlt1 en gestantes que desarrollan
preeclampsia, en cambio, no es notable durante el primer
trimestre. De hecho, en este periodo el analisis de sFlt1 no
resulta util para la deteccion de embarazadas en riesgo de
desarrollar preeclampsia (cribado). No obstante, a partir de
la semana 29, el sFltl comienza a elevarse de modo mas
pronunciado. Las concentraciones séricas de sFltl, y
especialmente el indice, sFlt1/PIGF, posee por tanto un
elevado valor diagndstico para la disfuncién placentaria y
preeclampsia. El cociente se eleva en preeclampsia,
alcanzando la maxima diferencia entre las semanas 26 y 31
(Figura 4).

Puesto que el proceso de placentacién se completa hacia la
semana 20 de gestacion, los modelos de prediccion de
primer trimestre constituyen un verdadero cribado de
preeclampsia. La obtencion de modelos con mayor
sensibilidad y especificidad se alcanza con la combinacion
de mdltiples parametros: factores maternos, clinicos,
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Figura 5. Algoritmo diagnostico de preeclampsia durante el segundo y tercer trimestre. Obtenido de: Herraiz, I. et al., 2015

marcadores ecograficos Doppler y biomarcadores séricos,
siendo el PIGF el mas utilizado en el primer trimestre.

Debido a que en el segundo trimestre de gestacion ya existe
una placentacion completa y podemos encontrar
manifestaciones clinicas de la preeclampsia, la relacion entre
marcadores angiogénicos y antiangiogénicos tiene un papel
importante en la prediccion de preeclampsia y una relevancia
clinica que aumenta su aplicabilidad, ya que el poder
discriminatorio de sFltl es superior en esta etapa de la
gestacion. La relacion entre sFltl y PIGF, expresada como
cociente de sus concentraciones séricas, en combinacion
con marcadores ecograficos como el indice de pulsatilidad
de arterias uterinas (UAPI) constituye un modelo de
prediccion de preeclampsia temprana que ha mejorado la
sensibilidad y especificidad en el segundo trimestre.

El algoritmo diagndstico empleado durante el segundo y
tercer trimestres se representa en la Figura 5. Se evalla el
cociente sFIt-1/PIGF entre las semanas 26-28. Ratios
inferiores a 33 descartan riesgo de preeclampsia. Ratios con
valores entre 33 y 85 conllevan una revisién con nueva
determinacion de los biomarcadores tras 2 semanas. Por
ultimo, un ratio mayor de 85 requiere un manejo idéntico al
de una preeclampsia con diagndstico tradicional vy
reevaluaciones del cociente sFlt-1/PIGF cada 48-96 horas.

La determinacion de biomarcadores PIGF y sFLT1 supone
un gran valor afiadido al diagndstico clinico y tratamiento
sintomatico, mejorando el manejo del paciente. La
administracion rapida de farmacos vasodilatadores de accién
rapida para reducir la presion arterial junto a la interrupcion
inmediata del embarazo consigue que la mortalidad sea del
1% o menor.

COLESTASIS INTRAHEPATICA GESTACIONAL

Colestasis reversible, especifica de la gestacion, que
aparece en el tercer trimestre y que se resuelve
espontaneamente tras el parto. Supone la hepatopatia mas
frecuente del embarazo (1%). Como en toda colestasis,
existe una alteracion del flujo biliar, con la consiguiente
retencion y paso a sangre de componentes de la bilis

(bilirrubina directa, sales biliares, colesterol, etc.), y que
condiciona un cuadro clinico caracteristico con aumento de
bilirrubina a expensas de la directa, aumento de enzimas
hepaticas, colesterol y triglicéridos, disminucién del tiempo
de protrombina y de la vitamina K y sobre todo aumento de
acidos biliares en suero (igual o superior a 10 pmol/L),
marcador mas precoz, sensible y especifico de esta
enfermedad. El trastorno se produce en la excrecion de
bilirrubina ya conjugada. Se debe complementar el
diagndstico de laboratorio con pruebas ecogréficas, biopsia
e histologia. Si los resultados son normales, se deben repetir
a las 1-2 semanas pues a veces el prurito precede a la
alteracion analitica.

Esta patologia esta asociada a factores genéticos (ABCBA4,
ABCB11), factores hormonales (estrogenos, progesterona) y
factores ambientales (invierno, hiposelenemia). Los
sintomas en la madre incluyen un prurito intenso,
especialmente en las palmas de las manos y en las plantas
de los pies, que aumenta de intensidad por las tardes y no
responde a tratamiento con antihistaminicos, junto a coluria,
hipocolia, ictericia, nduseas, esteatorrea e irritabilidad. Las
complicaciones en el feto son mas graves e incluyen el parto
prematuro, la tincién del liquido amniético con meconio y la
morbimortalidad perinatal.

El tratamiento se realiza con acido ursodesoxicdlico. Debido
al mayor riesgo de morbimortalidad fetal, no se recomienda
extender los embarazos complicados con CIE més alla de la
semana 37-38 en casos de sintomatologia intratable y/o
elevacion de los &cidos biliares por encima de 40 micromol/L.
Sin tratamiento, la mortalidad del feto puede llegar hasta el
20%.

MONITORIZACION DEL RECIEN NACIDO
- Ictericia neonatal

En ictericia neonatal hay una elevacion de la bilirrubina total
a expensas de la indirecta 0 no conjugada, que se encuentra
unida a albumina o en formas libres, las cuales pueden
atravesar la barrera hematoencefalica y producir dafio por
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acumulo en el cerebro del recién nacido (Kernicterus o
encefalopatia bilirrubinica) e incluso la muerte. Las causas
mas importantes de ictericia neonatal son la eritroblastosis
fetal en relacion con la incompatibilidad del factor Rh entre el
feto y la madre (EHRN) o el déficit fisiolégico de actividad
enzimatica uridinadifosfato glucuroniltransferasa, enzima
hepatica que cataliza la transformacion
de bilirrubina indirecta en bilirrubina directa que es escasa
durante la primera semana de vida. El tratamiento de
eleccion es la fototerapia.

=  Madurez pulmonar

Se evalla mediante el estudio del surfactante pulmonar. Se
considera indicativo de madurez pulmonar un indice
lecitina/esfingomielina (L/E) de 2:1 a las 35 semanas.

=  Streptococcus agalactiae

Principal agente etiolégico de sepsis neonatal temprana. Se
realiza un cultivo a las madres durante las Ultimas semanas
de gestacién. En caso necesario se administrara profilaxis
antibiética intraparto.

= Testde Apgar

La puntuacion de Apgar es una prueba para evaluar a recién
nacidos poco después de su nacimiento. Se evalla la
coloracion de la piel, la frecuencia cardiaca, la irritabilidad o
respuesta refleja, el tono muscular y la respiracion del
neonato para determinar si necesita ayuda médica adicional
o de emergencia. Una puntuacion de 7/10 o superior se
considera satisfactoria.

=  Prueba del tal6n

A nivel nacional se estudian 7 alteraciones metabolicas
congénitas que constituyen enfermedades raras cuyo
diagnostico inmediato puede prevenir secuelas futuras.
Forman parte del sistema de deteccion precoz o cribado
neonatal la fibrosis quistica, la fenilcetonuria, el
hipotiroidismo congénito, la aciduria glutarica tipo 1, el déficit
de B-oxidacion de acidos grasos de cadena media (MCADD),
el déficit de B-oxidacion de acidos grasos de cadena larga
(LCADD) y la anemia falciforme.
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INTRODUCCION

La monitorizacién de farmacos consiste en el uso de distintas
mediciones de la concentracion de un farmaco en los liquidos
corporales como ayuda para optimizar la farmacoterapia
destinada a la cura, el alivio o la prevencién de
enfermedades. Se reserva exclusivamente a aquellos con
margen terapéutico estrecho, es decir, a aquellos en los que
su concentracion minima eficaz esta cerca de su
concentracion toxica.

Estos farmacos, ademas, deben tener una relaciéon clara
entre su concentracién y sus efectos terapéuticos y
adversos, de otra forma la monitorizacion de
concentraciones resultaria ineficaz. Ademas, los efectos
farmacolégicos deben ser dificilmente evaluables. Por
ejemplo, en el caso del Sintrom® (Acenocumarol), sus
efectos se monitorizan eficazmente mediante el Tiempo de
Protrombina o el INR, por lo que la monitorizacién de sus
concentraciones resulta innecesaria.

Por otra parte, la monitorizacién es necesaria y eficaz en
aquellos farmacos que se usan de forma profilactica (como
los antiepilépticos), aquellos con efectos adversos
semejantes a la enfermedad (como la digoxina) y aquellos
con una escasa relacién entre la dosis y la concentracion,
debido a su variabilidad farmacocinética, farmacogenética y
a sus interacciones con alimentos o con otros medicamentos.

Como ejemplo, en este estudio® se puede observar que, al
administrar la misma dosis de fenitoina en 200 pacientes
ambulatorios adultos, la concentracién obtenida es
ampliamente variable. Solamente el 60% de los pacientes
presentan concentraciones dentro del margen terapéutico
establecido (Figura 1).

FARMACOCINETICA

Cuando un farmaco es administrado, sufre diferentes
procesos en el organismo conocidos por el acrénimo
LADME:

- Liberacion: Constituye la salida del farmaco de la forma
farmacéutica (comprimidos, céapsulas, etc.) que lo
transporta y su disolucion y difusion en los fluidos
corporales.

- Absorcién: Es el paso del principio activo al torrente
sanguineo.

- Distribucion: Llegada y disposicion de un farmaco a los
diferentes tejidos de un organismo.
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Figura 1. Frecuencia de distribucion de las
concentraciones de fenitoina en pacientes ambulatorios
tratados con la misma dosis. Adaptado de Hallworth M,

2017

- Metabolismo: Transformacion de los farmacos a
sustancias mas hidrosolubles que sean faciimente
excretadas del organismo.

- Excrecion: Eliminacion del farmaco o sus metabolitos del
organismo, principalmente por vias renal y hepatica.

Hay que destacar que las formas farmacéuticas intravenosas
no sufren los procesos de liberacion y absorcion, ya que se
administran directamente en el torrente sanguineo. Durante
el transcurso de LADME, el principio activo pasa por
diferentes situaciones, como un efecto de metabolismo
previo a la distribucién (efecto de primer paso hepético),
uniébn a proteinas plasmaticas, distribucion a tejidos
periféricos o circulacion enterohepatica. Estos procesos se
resumen en la Figura 2.

FACTORES RELACIONADOS CON LA VARIABILIDAD

Existen numerosos factores que pueden modificar la
concentracion del farmaco en el organismo.

Factores relacionados con el paciente:

- Edad: La edad condiciona el estado hepatico y renal y la
concentracion de proteinas plasméticas de unién al
farmaco (albumina, a-glucoproteina), entre otros
factores. En general, la velocidad relativa de
metabolismo de farmacos es: Nifios > Adultos >
Ancianos > Neonatos.

S
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Figura 2. Procesos que sufre un farmaco en el organismo. Elaboracion propia

- Farmacogenética: Existen numerosas variantes
genéticas (polimorfismos) que pueden condicionar una
alta, baja o nula actividad en proteinas metabolizadoras
(Citocromo CYP450), proteinas transportadoras, etc.

- Peso: El sobrepeso y la obesidad conllevan mayor
volumen de distribucién de farmacos liposolubles y, por
tanto, menor concentraciéon plasmatica.

- Enfermedad renal, cardiaca o hepéatica: Condicionan los
procesos de distribucion, metabolismo y excrecion de
farmacos.

- Embarazo: Se produce una disminucion de la unién a
proteinas plasmaticas, asi como un aumento de la
filtracion glomerular y una induccién enzimatica debido
al aumento de la progesteronaZ.

Hay que tener en cuenta que Unicamente la fraccion libre de
farmaco se distribuye y ejerce su accién farmacoldgica, por
lo que la variacion en la union a proteinas plasmaticas en
aquellos farmacos que se unen en >90% va a condicionar
sus efectos terapéuticos y toxicos.

Las principales condiciones fisiopatologicas que reducen la
concentracion de albumina, incrementandose asi la fraccion
de farmaco libre son:

- Enfermedad hepatica y renal
- Embarazo e Hipertiroidismo

- Malnutricion
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- Traumatismo, incluyendo quemaduras
- Edad > 75 afios

- Infeccion por VIH

- Interacciones entre farmacos

Un ejemplo claro lo encontramos en la fenitoina. Esta se une
a la albumina en un 90%, por lo que, en condiciones
normales, es el 10% del farmaco que se encuentra libre en
el torrente sanguineo el responsable de ejercer su efecto
farmacologico. En cambio, en un paciente con
hipoalbuminemia severa, la unién es de un 60% y la fraccién
libre aumenta, alcanzandose concentraciones de farmaco
libre cuatro veces superiores. En estos casos se debe utilizar
un rango terapéutico de 2,5-5 pg/mL en lugar del rango
habitual de 10-20 pg/mL para calcular la dosis de carga y de
mantenimiento.

FACTORES PREANALITICOS
e Espécimen requerido

Es necesario un espécimen adecuado para la monitorizacion
efectiva. Normalmente se utilizan muestras de suero o
plasma indistintamente. En el caso del Litio, es importante
utilizar heparina sddica o suero, para evitar la interferencia
por la heparina de litio. En el caso de los inmunosupresores,
se prefiere el uso de sangre total, ya que los farmacos se
distribuyen en el interior de los hematies.



Cp

(ng/mL)

CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

e Extraccién de muestra

La obtencion de la muestra debe hacerse una vez alcanzado
el estado de equilibrio estacionario (a partir de 5-7 semividas
de eliminaciéon del farmaco). En caso de sospechar una
toxicidad temprana o en caso de farmacos con alta semivida
(como el fenobarbital, con una semivida de eliminacion de
100 horas), se puede determinar a partir de 3-4 semividas.

El mejor momento de extraccion es en la Cmin
(concentracion en valle) del compuesto, es decir, al final del
intervalo posoldgico, justo antes de la siguiente dosis. Este
es un parametro que correlaciona bien con del Area Bajo la
Curva (AUC), que determina la exposicion del farmaco en el
organismo. En farmacos con larga semivida de eliminacién
(mayor de 24 horas), el tiempo de muestreo es menos critico.
Por ejemplo, en la digoxina (t1/2: 36-48h), se puede
determinar la concentraciéon a partir de 8 horas desde la
Ultima dosis, y es necesario evitar el ejercicio, ya que reduce
su concentracion.

En algunos compuestos, se puede determinar la Cmax
(concentracién en pico) para valorar los efectos toxicos. Por
ejemplo, en los antibidticos se puede determinar la Cmax a
los 30-60 minutos de la administracion. Hay que recordar que
el rango terapéutico de la determinacion en pico es diferente
al de la determinacion en valle.

Cmax Concentracién
Estado (Pico)

estacionario (55) | /

/" minima téxica

Rango
terapéutico
(Cmin)

f \
[ \ \ | v
'\.‘ J \ »
™ l \ J v “. Concentracion
\ | Cmin minima efectiva

‘ \\J \Y, (Valle)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Tiempo

(dias)
Figura 3. Curva de concentraciones plasmaéticas de un

farmaco. Cp: Concentracion plasmatica. Elaboracion propia

e Interacciones

Los farmacos pueden interaccionar dentro del organismo con
otras moléculas que hacen que se modifigue su
concentracion plasmatica (interaccion farmacocinética) o su
efecto farmacoldgico (interaccion farmacodinamica). Las
mas comunes son las interacciones farmacologicas (entre
farmacos), aunque también existen interacciones con
alimentos, productos de herbolario y téxicos (alcohol y
tabaco).

Las interacciones entre farmacos principalmente estan
asociadas con el desplazamiento de la unién a las proteinas
plasmaticas o con la induccion o inhibiciéon de las enzimas
microsomales hepdéticas (Ej. Citocromo CYP450). Un
ejemplo de inhibidores e inductores se encuentra en la Tabla
1

Inhibidores del CYP3A4 Inductores del

CYP3A4

Antibi6ticos
Claritromicina,
Metronidazol)

(Eritromicina,
Norfloxacino,

Antiepilépticos
(Fenobarbital,
Carbamazepina,

Fenitoina,
Etosuximida,
Primidona)
Antifungicos (Fluconazol, | Antituberculosos
Itraconazol, Ketoconazol) (Rifampina,
Isoniazida)
Inhibidores de proteasa de VIH-1 | Otros
(Ritonavir, Saquinavir, Indinavir, | (Dexametasona,
Nelfinavir) Griseofulvina,
Hierba de San
Juan)

Bloqueantes de canales del calcio
(Diltiazem, Nifedipino, Verapamilo)

Inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina
(Fluoxetina, Paroxetina,

Fluvoxamina, Sertralina)

Otros (Antiprogestagenos,
Amiodarona, Cannabinoides,
Cimetidina, Zumo de pomelo,
Imatinib, Interferén vy, Quinina,
Tacrolimus)

Tabla 1. Inhibidores e inductores del CYP3A4 (en negrita se
sefialan los inhibidores potentes). Adaptado de: Saphiro J,
2002

Existen varios alimentos que pueden influenciar la actividad
de los farmacos por diferentes mecanismos. Entre ellos, los
inhibidores de CYP450, como el zumo de pomelo, o el
consumo de alimentos ricos en vitamina K en pacientes
tratados con acenocumarol.

La ingesta de alcohol de forma aguda produce inhibicion del
CYP450, mientras que la ingesta cronica de alcohol o el
consumo de tabaco, producen induccién enzimatica.

METODOS DE DETERMINACION
e Métodos

Existen diferentes técnicas para la determinacion de
farmacos en los equipos automatizados de urgencia. En
nuestro caso, el Salicilato y el Acetaminofeno se determinan
mediante métodos enzimaticos colorimétricos:

Salicilato + Salicilatohidroxilasa + NADH = Catecol + NAD*

79



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

Acetaminofeno + Arilacilamidasa = p-Aminofenol + Acetato
p-Aminofenol + o-Cresol + Peryodato-> Indofenol

Otros farmacos como la Teofilina, Fenobarbital,
Carbamazepina o Fenitoina se determinan en nuestro
hospital mediante interaccion cinética de microparticulas en
solucion (KIMS). En esta técnica, el farmaco compite con un
conjugado del mismo por los sitios de union del anticuerpo
unido a microparticulas, midiendo la aglutinacion de esta
unién por aumento de la absorbancia.

El Valproato y el Metrotrexato son determinados mediante
inmunoensayo homogéneo multiplicado por enzimas (EMIT),
donde el farmaco compite con el farmaco marcado con
G6PDH. Esta unién inhibe la actividad enziméatica, por lo que
a mayor cantidad de farmaco habra una mayor actividad
enzimatica, que se determina por el incremento de NADH vy,
por tanto, por el aumento de absorbancia a 340 nm.

La Digoxina, que es activa a concentraciones muy bajas, se
determina mediante Electroquimioluminiscencia (ECLIA).
Durante la primera incubacion, el farmaco se combina con un
anticuerpo especifico marcado con rutenio. Posteriormente,
se afladen microparticulas recubiertas de estreptavidina
junto a un derivado de digoxina marcado con biotina, que se
une a los anticuerpos que quedan libres. Tras una segunda
incubacién, se forman complejos entre el derivado de
digoxina y las microparticulas, por la unioén entre la biotina-
estreptavidina. Se capturan estas microparticulas por
magnetismo y aplicando un voltaje se induce Ila
quimioluminiscencia, que sera inversamente proporcional a
la concentracién de digoxina.

e Interferencias

Las interferencias en la determinaciébn de farmacos
dependen principalmente del método utilizado.

Algunos ejemplos: Existen interferencias debidas a
componentes endodgenos, como falsos positivos de
acetaminofeno (paracetamol) en muestras  con
hiperbilirrubinemia; también podemos encontrarnos con
anticuerpos heterdfilos (capaces de unirse a otras
inmunoglobulinas, como las utilizadas en inmunoensayos) o
sustancias inmunorreactivas similares a la digoxina (DLIS)
que pueden dar resultados falsamente elevados en la
determinacién de digoxina.

FARMACOS URGENTES

La principal indicacién de la monitorizacion de farmacos de
forma urgente es la sospecha de toxicidad o intoxicacion
aguda debida al farmaco para confirmar o descartar su
implicacion y decidir qué medidas adoptar (cambio de dosis,
suspension, hemodidlisis, etc.).

Ademas, la monitorizacion es util en presencia de fracaso
terapéutico, para descartar si esta situacion se debe a
infradosificacion, interacciones, incumplimiento, alteraciones
farmacocinéticas o] alteraciones fisiopatolégicas
(Insuficiencia renal, hepéatica o cardiaca).

e Paracetamol

El paracetamol o acetaminofeno es un farmaco analgésico y
antipirético cuyo uso estd muy extendido. Esta accesibilidad
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unida a su toxicidad a dosis altas hace que en ocasiones sea
utiizado en intentos autoliticos. Es importante su
monitorizacién precoz, ya que el tratamiento antes de las 16
horas post-ingesta con N-acetilcisteina reduce la
hepatotoxicidad y la mortalidad.

En adultos, la via de metabolizacion principal es la
glucuronizacion (90%), mientras que en nifios es la
sulfatacion. Un 5% del paracetamol se elimina directamente
por via renal, mientras que el 5% restante es convertido en
metabolito activo por el sistema de oxidacion del citocromo
P450 hepético, dando lugar a la N-acetil-para-
benzoquinoneimina (NAPBQ), producto responsable de su
toxicidad.

A dosis terapéuticas este metabolito se elimina mediante
conjugacién con glutation reducido. Sin embargo, en
intoxicaciones disminuyen hasta en un 70% los depdésitos de
glutation y los hepatocitos quedan muy expuestos a sufrir
lesiones oxidativas, produciéndose enlaces covalentes entre
el toxico y las proteinas de la célula, ocasionando finalmente
necrosis hepatocelular.

La intoxicacién en ausencia de tratamiento consta de varias
fases:

-  Fase Latente (0-24h post-ingesta):  Paciente
asintomatico o con epigastralgia, nauseas y vomitos. Es
signo de mal prondstico el dolor espontaneo en
hipocondrio derecho y la trombocitopenia.

- Fase Hepatica (24-48h post-ingesta): Se observa un
aumento de transaminasas, aumento del Tiempo de
protrombina (TP) y disminucién de Antitrombina Il
(ATII). Es posible la aparicion de ictericia por inicio de
colestasis. Descensos del TP inferiores al 20% vy
refractarios al uso de la vitamina K se consideran de mal
prondstico.

- Fase Fracaso Multiorganico (48-96h post-ingesta):
Insuficiencia hepatica (cambios histolégicos en zona lll,
centrolobulillar),  encefalopatia, hipoglucemia vy
coagulopatia. Insuficiencia renal aguda por necrosis
tubular.

- Fase Final: Coma hepético y shock si no se realiza
trasplante hepatico.

Las dosis toxicas de paracetamol son de 140 mg/Kg en
nifios, 125 mg/Kg en adultos sin factores de riesgo, y 100
mg/Kg en adultos que si presentan factores de riesgo
(alcoholismo crénico, enfermedad hepatica, desnutricion e
induccién enzimatica).

Para la evaluacion del riesgo y la administracion del antidoto
en caso de conocer la hora de la ingesta se utiliza el
Nomograma de Rumack-Matthew, que tiene validez entre las
4 y las 24 horas post-ingesta. La determinacion de
concentracién de farmaco en sangre antes de las 4 horas no
es valorable, ya que no han terminado los procesos de
absorcion y distribucion. Este nomograma indica, utilizando
los niveles de paracetamol y las horas transcurridas tras la
ingesta, si el paciente se encuentra en riesgo de toxicidad
hepética o no. Existen dos variantes, que usan diferentes
puntos de corte, en funcién de pacientes normales (Rumack
150) o con factores de riesgo (Rumack 100).
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En caso de no conocer la hora de laingesta, se puede valorar
la semivida de eliminacién del téxico como un indice
prondstico de hepatotoxicidad. Para esto se realizan dos
determinaciones de paracetamol separadas en 2 horas (TOy
T2). Pueden darse varias situaciones?:

- Si T2 2 TO, aun no se ha completado la absorcion.

- Si cociente TO/T2 < 1,4 la semivida de eliminacién es >
4 horas, por lo que existe alto riesgo de toxicidad
hepética.

- Sicociente TO/T2 > 1,4 la semivida de eliminacién es <
4 horas, por lo que existe bajo riesgo de toxicidad
hepatica.

e Salicilatos

Propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. A
dosis terapéuticas, el pico plasmatico se alcanza a las 1-2
horas, con alta unién a proteinas plasmaticas (80-90%). En
sobredosis o intoxicacion, la concentracibon maxima no se
logra hasta las 4-6 horas o incluso hasta las 12 horas 0 mas,
ademés de disminuirse la unién a proteinas plasméaticas por
saturacion, aumentando con ello la fraccién libre (activa). La
principal via de metabolizacion es hepatica (conjugacion con
glicina y glucurénico). La concentracion terapéutica es de 10-
30 mg/dL.

Dosis toxica:

- 150 mg/kg de peso: intoxicacion leve.

- Entre 150 y 300 mg/kg: intoxicacion moderada.

- Superior a 300 mg/kg: intoxicacion grave.

- Toxicidad significativa en el adulto tras una ingesta de
16-18 gramos de aspirina en una toma Unica.

Una salicilemia alrededor de 40 mg/dL es orientativa de una
intoxicacion leve; mientras que valores superiores a 50
mg/dL son graves o muy graves y mayor de 100 mg/dL es
potencialmente mortal. La concentracion determinada
confirma el diagndstico, pero no se correlaciona de forma
precisa con la toxicidad (cambios en el pH afectan a la
distribucién de los salicilatos). El tratamiento en urgencias se
basa en medidas especificas de descontaminacion digestiva
y alcalinizacion de la orina, ademas de correcciéon de las
alteraciones electroliticas y rehidratacion.

El Nomograma de Done correlaciona la toxicidad clinica con
los niveles séricos de salicilato y tiempo desde la ingesta. Ha
de usarse con niveles plasmaticos extraidos a partir de las 6
horas desde la ingesta y sélo es utl en casos de
intoxicaciones Unicas y agudas, sin ingestiones asociadas.

e Antiepilépticos:

Las recomendaciones terapéuticas deben hacerse teniendo
en cuenta tanto las concentraciones séricas como las
manifestaciones clinicas. Si hay control clinico, no se deben
hacer modificaciones de dosis, aunque estén por debajo de
los intervalos establecidos. En cuanto al rango terapéutico,
existe mayor evidencia para los antiepilépticos tradicionales.
Los estudios de antiepilépticos realizados en nifios muestran
un comportamiento farmacocinético diferente respecto al
observado en adultos.

- Carbamazepina: El rango terapéutico es de 4-12 ug/mL.
Se alcanza el estado estacionario tras 2-4 semanas
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Figura 5. Nomograma de Done. Obtenido de: Varon J, 2016

desde el inicio de tratamiento (1 semana si cambio de
dosis).

- Fenitoina: El rango terapéutico es de 10-20 pyg/mL. Se
alcanza el estado estacionario tras 1-2 semanas desde
el inicio de tratamiento (2-4 semanas si cambio de
dosis). La fenitoina tiene un elevado porcentaje de union
con la albumina sérica (90%). Las situaciones de
hipoalbuminemia (cirrosis hepética, embarazo, paciente
critico) obligan a corregir la concentracion total de
fenitoina.

- Fenobarbital: El rango terapéutico es de 15-40 pg/mL.
Se alcanza el estado estacionario tras 17-25 dias desde
el inicio de tratamiento La dosis téxica es de 5 gramos.
Baja correlacion entre la concentracion del farmaco y el
efecto terapéutico.

- Valproato: El rango terapéutico como antiepiléptico es
de 50-100 pg/mL, mientras que en el trastorno bipolar es
de 50-125 pg/mL. Se alcanza el estado estacionario tras
4-5 dias desde el inicio de tratamiento. Existe una
interaccion clinicamente relevante con los antibidticos
carbapenémicos, por la cual aumenta la eliminacion de
valproato hasta niveles infraterapéuticos (llegando
incluso a ser una eliminacion total). Se instaura con solo
administrar una dosis de carbapenémico, sin que
responda a aumentos de dosis de valproato. Se revierte
a las 24-48 horas tras suspension del antibiético.

La toxicidad asociada a la sobredosificacion de estos
farmacos cursa fundamentalmente con clinica neurolégica
(nistagmo, ataxia, disartria, etc.). Incluso puede
desencadenar ataques de porfiria (fenobarbital). También se
han descrito casos de toxicidad hematoldgica (anemia
megaloblastica). En el caso concreto de valproato, puede
darse también toxicidad a nivel hepéatico y producir
pancreatitis.

e Teofilina

La teofilina es un broncodilatador utilizado en el tratamiento
de EPOC. Puede producir toxicidad neurologica vy
cardiovascular. Su rango terapéutico es de 10 a 20 ug/mL, y
el tiempo en alcanzar el estado de equilibrio es de 3 a 5 dias.
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Por encima de 20 ug/ml practicamente ya no aumenta la
accion broncodilatadora, pero si los efectos toxicos
principalmente cardiacos y nerviosos.

El principal motivo para monitorizar la teofilina es que su
aclaramiento difiere enormemente de un individuo a otro. En
pacientes con sobrepeso, hepatopatia o dietas y en recién
nacidos prematuros existe una eliminacion mas lenta,
mientras que en fumadores se observa una rapida
eliminacion.

e Litio
El litio se utiliza principalmente para el tratamiento del
trastorno bipolar, como estabilizante del animo. Es un
farmaco con un margen terapéutico muy estrecho de 0,40 a
1,0 mmol/L (hasta 1,2 mmol/L en la fase aguda del trastorno
bipolar), con importantes interacciones y gran variabilidad
interindividual. Por todo ello resulta fundamental su
monitorizacion.

La intoxicacibn mas comun es de forma cronica por
acumulacion, destacando la toxicidad renal y tiroidea.

e Digoxina

Se utiliza como antiarritmico y para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca. Actla inhibiendo la bomba ATPasa de
sodio-potasio.

El rango terapéutico es especialmente estrecho, siendo de
0,8-2 ng/mL como antiarritmico y de 0,5-1 ng/mL en
insuficiencia cardiaca. Debe tomarse una muestra de sangre
al menos 6 horas después de la dosis para permitir la
distribucién y garantizar que las concentraciones plasmaticas
reflejan la concentracion tisular

La intoxicacién con digoxina provoca sintomas a nivel
digestivo, neurolégico y cardiaco (bradicardia sinusal,
aplanamiento de la onda T del electrocardiograma). Se
deben vigilar estrechamente los niveles de potasio, ya que
en situacién de hipopotasemia aumenta la afinidad de
digoxina por su lugar de accion.

° Metotrexato

Aunque tiene indicaciobn en patologia reumatica como
inmunomodulador, el gran interés de su monitorizacién recae
sobre su uso como antineoplasico al utilizarse grandes dosis
en este escenario. Es un inhibidor competitivo de la
dihidrofolato reductasa.

Presenta eliminacion trifasica: distribucion, eliminacién renal,
eliminacion a partir de la distribucion intracelular. El intervalo
objetivo es conseguir concentraciones <0,5-1 ymol/L (<225-
450 ug/L) 48 horas después del tratamiento con dosis altas
0 segun el protocolo del centro.

Las dosis de metotrexato se ajustan en base a los niveles de
MTX obtenidos a las 24, 48 y 72 horas. Los niveles que
sobrepasen los 50 umol/L a las 24 horas, los 10 ymol/L a las
48 horas y los 0,5 ymol/L a las 72 horas indican una potencial
toxicidad y se suele realizar un rescate de leucovorin (folinato
de calcio) segun los algoritmos de cada hospital hasta que el
nivel de MTX sea <0,05 pmol/L5.
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° Inmunosupresores

Los farmacos inmunosupresores constituyen la base tanto de
la quimioprofilaxis como del tratamiento del rechazo de un
drgano trasplantado. No actian de forma selectiva sobre una
citoquina o receptor, sino que intervienen en una serie de
pasos de la cascada inflamatoria y respuesta inmune. La
importancia de su monitorizacion radica en la necesidad de
generar una depresion del sistema inmune suficiente para
evitar el rechazo, pero que a su vez lo mantenga activo para
poder combatir los distintos patégenos a los que esta
expuesto el individuo. Existen diferentes mecanismos de
accion, pero los que mas se utilizan son los inhibidores de la
via de la calcineurina: tacrolimus y ciclosporina. Presentan
elevada unién a proteinas plasmaticas. Dado que el farmaco
se concentra en los hematies, la muestra debera ser de
sangre completa y no suero o plasma.

El intervalo objetivo varia ampliamente con el momento de
muestreo, el tipo de trasplante y el tiempo después del
trasplante (induccion, dentro de los 3 primeros meses
habitualmente, 0 mantenimiento)

1. Tacrolimus: Puede causar nefrotoxicidad, toxicidad
hematoldgica, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.
El intervalo objetivo varia con el tipo de trasplante,
siendo en el trasplante renal donde mas se utiliza (8-12
ng/mL en la terapia de induccion, reduciéndose en el
mantenimiento a 5-10 ng/mL).

2. Ciclosporina: Puede causar disfuncién renal como
efecto adverso grave, ademas de hipertension e
hiperlipidemia. = Los momentos de  muestreo
recomendados son en la concentracion minima o 2
horas después de la dosis. Los intervalos terapéuticos
mas utilizados son los siguientes®:

- Rifi6n, higado:
- Terapia de induccion: 150-250 ng/mL.
- Terapia de mantenimiento: 100-200
ng/mL.
- Corazon:
- Terapia de induccion: 250-350 ng/mL.
- Terapia de mantenimiento: 150-250
ng/mL.

Trasplante cardiopulmonar:

- Terapia de induccion: 350-600 ng/mL.
- Terapia de mantenimiento: 200-300
ng/mL.

- Trasplante de médula: 100-350 ng/mL.

e Antibioticos:

Tendra sentido la monitorizacion de antibidticos para
asegurarnos que no sobrepasamos el limite de toxicidad y
gue tenemos concentracidon sérica suficiente para que
puedan ejercer su accion. De esta forma se usaran de forma
segura y efectiva, disminuyendo el riesgo de aparicion de
resistencias bacterianas por exposicion a niveles bajos y
mantenidos de antibidtico. Principalmente se monitorizan
vancomicina (glucopéptido) y amikacina (aminoglucdsido).
Se debe determinar la concentracion méaxima tras 1 hora
desde la administracion de la dosis y la concentracion
minima justo antes de la siguiente dosis.
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- Vancomicina: Antibiético con actividad frente a cocos
Gram positivos. Se puede administrar por via oral para
el tratamiento de Clostridioides difficile, pero por esta via
carece de absorcion sistémica. Por lo tanto, solo
interesard monitorizar su administracion intravenosa.
Baja union a proteinas plasmaticas. Destaca su
nefrotoxicidad cuando se usa a dosis altas. Los
intervalos objetivos seran de 30-40 ug/mL para la Cmax
(solo de interés en tratamiento con dosis altas de
infecciones del sistema nervioso central, endocarditis u
osteomielitis) y 10-15 pg/mL para la Cmin (pueden llegar
hasta 15-20 ug/mL si se trata de endocarditis)’.

- Amikacina: Antibiotico de amplio espectro, utilizado
fundamentalmente para tratamiento de bacilos Gram
negativos. Dada sus caracteristicas farmacocinéticas,
habitualmente se utiliza en dosis Unica. Pero es posible
gue se desee un tratamiento mantenido, sobre todo en
neonatos, a dosis mas bajas. Presentan una muy baja
unién a proteinas plasméticas. Destaca su toxicidad
renal y auditiva. En administracion Unica diaria, el
objetivo es conseguir Cmin de <5 pg/mL (no es
necesario determinar la Cmax). En el caso de dosis
multiples, el objetivo sera obtener Cmin <10 pg/mL, y
una Cmax de 20-30 pg/mL.
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CASO CLINICO

Varén de 52 afios con infeccién por VIH, antecedentes de
alcoholismo crénico y deterioro cognitivo moderado-grave,
gue ingresa en el Servicio de Traumatologia por fractura de
himero. Durante el ingreso, el paciente manifiesta
alteraciones conductuales que se controlan con la
asociacion de neurolépticos, carbamazepina y olanzapina;
y benzodiacepinas como clonazepam. Ademas, el paciente
se encuentra en tratamiento antirretroviral con Truvada®
(emtricitabina + tenofovir) y Kaletra® (lopinavir).

En una de las valoraciones por parte del Servicio de
Medicina Interna, el paciente se encuentra somnoliento pero
despierto a la llamada, inatento y desorientado en
espacio/tiempo. En base a los datos clinicos y siendo la
intoxicacion farmacolégica la principal sospecha, se solicita
la determinacién de los niveles de carbamazepina al
laboratorio, obteniéndose un resultado de 25,4 pg/ml (rango
terapéutico: 4-8 pg/ml en politerapia). Ante la evidente
intoxicacion, se inicia la blsqueda bibliografica
encontrandose  interacciones entre varios farmacos
administrados al paciente.

ANTIRRETROVIRALES

El tratamiento antirretroviral de gran actividad o TARGA ha
permitido un buen control de la infeccion por VIH en los
ultimos afios. Sin embargo, gran parte de estos pacientes
presentan, ademds, otras comorbilidades y por ello,
medicacion concomitante que puede interaccionar con el
tratamiento antirretroviral.

Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial de la
infeccion por el VIH-1 en el momento actual consisten en
una combinacion de 3 farmacos que incluyan 2 inhibidores
de transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (ITIAN)
asociados a un inhibidor de la integrasa (INI), un inhibidor
de transcriptasa inversa no analogo de nucleodsidos
(ITINAN), o un inhibidor de la proteasa (IP) potenciado con
ritonavir (Figura 1). Solo en el caso de que no puedan
utilizarse tenofovir o abacavir, ambos ITIAN, (como es el
caso dado que el paciente es alérgico a abacavir), se
pueden recomendar combinaciones de 2 farmacos
antirretrovirales que excluyan uno o ambos ITIAN, pero en
el momento actual ninguna de estas opciones puede ser
considerada preferente para el inicio del TAR.

CLASIFICACION

e Inhibidores de transcriptasa inversa analogos
de nucledsidos (ITIAN)
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INI
2 ITIAN + ITINAN

IP potenciado

* TARGA

Figura 1. Pauta recomendada para el tratamiento del
VIH. Elaboracién propia

Son los méas antiguos y suelen constituir la base de los
tratamientos antirretrovirales. Su activacion se produce en
el interior de la célula donde se fosforilan, pasando del
metabolito difosfato al trifosfato con diferentes bases
nitrogenadas actuando como analogos de los diferentes
desoxinucleoétidos trifosfato. Mas tarde seran incorporados
por la transcriptasa inversa en el ADN del virus resultando
en una terminacion de cadena debido a la ausencia del 3'-
OH. El virus VIH puede desarrollar resistencia a estos
antirretrovirales mediante mutaciones en la transcriptasa
inversa que le permitirian distinguir entre nucleétidos
verdaderos y andlogos (mutaciones puntuales M184V o
K65R), o defosforilar los analogos y eliminarlos de la cadena
de ADN una vez incorporados (mutacion puntual T215Y).

- Abacavir: analogo de guanina.
- Lamivudina y emtricitabina: analogos de citosina.

- Tenofovir: andlogo de adenina. Es analogo de
nucledtido.

- Zidovudina: analogo de timidina.

e Inhibidores de transcriptasa inversa no
analogos de nucledsidos (ITINAN)

Se unen al sitio alostérico de la transcriptasa inversa
provocando un cambio conformacional en ella e impidiendo
su unién al siguiente nucledétido. La segunda generacion de
ITINAN fue desarrollada cuando el virus VIH empezé a sufrir
mutaciones que le dotaban de resistencia frente a la primera
generacion de ITINAN. Son efavirenz, nevirapina, rilpivirina
y doravirina.

e Inhibidores de la integrasa (INI)

Estos antirretrovirales se unen a un resto de magnesio de la
integrasa del virus evitando la insercion del ADN viral en la
célula. El sitio al que se unen puede ser quelado por
cationes polivalentes como calcio, aluminio, zinc y hierro. Se
considera que los inhibidores de la integrasa tienen una
barrera alta a la resistencia, ya que se requieren varias
mutaciones puntuales para conferir resistencia. Son
raltegravir, elvitegravir, dolutegravir, bictegravir vy
cabotegravir.
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e Inhibidores de la proteasa (IP)

Se unen a la proteasa del virus VIH y evitan la escision de
las proteinas Gag-Pol en las células infectadas, lo que
impide la maduracion de las particulas virales. Son
atazanavir y darunavir.

e Inductores

Los inductores farmacocinéticos se emplean para
incrementar las concentraciones de elvitegravir (INI) y los
IPs ya que inhiben el CYP3A4. También incrementan las
concentraciones de tenofovir (ITIAN) mediante la inhibicién
de la gp-P. Los inductores son ritonavir y cobicistat.

e Inhibidores de la entrada

En este grupo encontramos 3 agentes con distinto
mecanismo de accién. Estos antirretrovirales estan
reservados a pacientes con multiples resistencias a otras
clases de antirretrovirales.

Ibalizumab

Es el Unico inhibidor de la fijaciéon aprobado actualmente por
la FDA. Se trata de un anticuerpo monoclonal humanizado
que se une al domino 2 de CD4, bloqueando la fusion del
virus con la célula huésped.

Maraviroc

Es el Unico antagonista del correceptor CCR5 aprobado por
la FDA para el tratamiento de VIH. Maraviroc se une a CCR5
en la superficie de las células CD41, evitando que la
proteina de superficie gp120 interactie con el correceptor.
El virus VIH puede usar como correceptor CCR5, CXCR4 o
ambos, por lo que se deben realizar pruebas de tropismo
del virus al paciente antes del inicio del tratamiento con
maraviroc.

Enfuvirtida

Es el Gnico inhibidor de la fusién aprobado por la FDA para
el tratamiento de VIH. Su mecanismo de accion consiste en
la union a la subunidad gp41 de la envoltura del virus. De
esta forma se inhibe la fusién del virus con las membranas
celulares.

METABOLISMO

Los citocromos P450 son una familia de enzimas
responsables de la mayoria de los procesos oxidativos de
las sustancias exdgenas (medicamentos, alimentos, etc.) y
enddgenas. Aunque se hayan identificado mas de 30
subtipos, el CYP3A4 es uno de los méas importantes, siendo
responsable de la biotransformacion del 60% de los
farmacos. Aunque su actividad metabdlica tenga diferencias
interindividuales, no parece sujeto a polimorfismos
genéticos como otras isoformas del CYP. El CYP3A4 se
encuentra principalmente en el higado y, en menor cantidad,
en el intestino delgado, siendo importante en el metabolismo
de los farmacos y otras sustancias exdgenas. Un gran
nuamero de farmacos de varias categorias terapéuticas son
sustratos del CYP3A4.

Hay que subrayar que algunas sustancias que son sustratos
del CYP3A4 son también sustratos de la glucoproteina P,
una proteina de transporte activo transmembrana

dependiente del ATP presente en varios érganos, entre ellos
higado, encéfalo, intestino y rifién, que actia como un
transportador que expulsa las sustancias de los enterocitos,
reduciendo la llegada a la circulacion portal, y aumenta la
excrecion de los farmacos en la bilis y la orina,
disminuyendo de esta forma la cantidad de farmaco que
llega a la circulacién sistémica y que actla en los érganos
diana.

Algunas sustancias son sustratos de ambos y son capaces
de inhibir o inducir ambos mecanismos de eliminacion.
Algunas interacciones que se creian solo consecuencia de
la inhibicion del CYP3A4 son en realidad mediadas también
por la inhibicion de la glucoproteina P.

El espectro del metabolismo de los farmacos
antirretrovirales es complejo, ya que cada farmaco se
metaboliza a través de diferentes isoenzimas y es dificil
realizar generalizaciones basadas en diferentes clases de
farmacos.

e Inhibidores de transcriptasa inversa analogos
de nucledsidos (ITIAN)

No son metabolizados por las enzimas del citocromo P450
(CYP), lo que da como resultado menos interacciones
farmacoldgicas.

e Inhibidores de transcriptasa inversa no
analogos de nucledsidos (ITINAN)

Son sustratos e inductores del CYP3A4 (excepto efavirenz
y etravirina que pueden ser inhibidores). La
coadministracion de esta clase de farmacos puede disminuir
la eficacia de algunas sustancias como, por ejemplo, en el
caso de los farmacos antineoplasicos.

e Inhibidores de la proteasa (IP)

Son, por lo general, sustratos e inhibidores del CYP3A4, por
lo que su coadministracién con farmacos metabolizados a
través del CYP3A4 puede acarrear toxicidad debida a un
aumento de los niveles plasmaticos de los farmacos
implicados.

¢ Inhibidores de laintegrasa (INI)

Se metabolizan por glucuronoconjugacion principalmente a
través de la enzima UGT1Al, con consecuente menor
potencial de interacciones respecto a IP e ITINAN.

e Inductores

Cobicistat es un potente inhibidor del CYP3A4, aprobado
como potenciador de elvitegravir (INI) y de los IP. Cobicistat
es sustrato del CYP3A4 y minoritariamente del 2D6.
Asimismo, es inhibidor de CYP3A4, CYP2D6 y de los
transportadores P-gp, BCRP, OATP1B1 y OAT1B3. La
asociacion de cobicistat con farmacos que sean sustrato de
las anteriores enzimas y transportadores puede dar lugar a
un aumento de sus concentraciones plasmaticas.

e Inhibidores de la entrada

Maraviroc (inhibidor del correceptor CCR5), es sustrato,
pero no inhibidor ni inductor del CYP3A4 y de la
glicoproteina P y es susceptible a multiples interacciones
farmacoldgicas que implican ajuste de dosis.
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INTERACCIONES

Una interaccion farmacologica se acepta como clinicamente
relevante cuando la eficacia o la toxicidad de un farmaco se
alteran de forma significativa tras la administracién de otras
sustancias. El mecanismo de interaccion puede ser
farmacocinético o farmacodindmico. Las interacciones mas
comunes son las farmacocinéticas y pueden implicar
cambios en la tasa de absorcion, distribucion, metabolismo
o excrecion (biliar, renal o pulmonar).

Se estima que las interacciones clinicamente relevantes
entre farmacos antirretrovirales y medicaciéon concomitante
pueden alcanzar una proporcién del 27 al 40%, siendo los
factores de riesgo mas importantes el uso de inhibidores de
la proteasa potenciados con ritonavir, el nimero de
medicaciones concomitantes, la coinfeccion con el virus de
la hepatitis C y el abuso de sustancias.

Un trabajo de Yiu et al.!l registra retrospectivamente las
interacciones farmacolégicas clinicamente significativas
ocurridas en 110 pacientes jévenes (<50 afios) y mayores
(>50 afios) que recibieron TARGA durante un afio para
analizar las posibles diferencias relativas a la edad. Dentro
de las interacciones relacionadas con el TARGA, los IP
fueron los agentes que presentaron mas interacciones tanto
en pacientes jévenes (44%) como en pacientes mayores
(42%), seguidos por los ITIAN (18.1 y 15.4%) y los ITINAN
(12.0 y 15.7%).

En cualquier caso, las interacciones de los antirretrovirales
con otros farmacos son complejas y muchas veces sujetas
a variaciones interindividuales dependientes también de los
antecedentes genéticos y de la alimentacion.

Las interacciones entre ITIAN utilizados en la actualidad no
son en la mayoria de los casos clinicamente relevantes. Sin
embargo, si que lo son las interacciones entre
antirretrovirales ITINAN, IP potenciados con ritonavir e
inhibidores de la integrasa y otros farmacos que pueden
poner en peligro la vida o la salud del paciente.

A pesar de que la isoenzima implicada en la mayoria de
interacciones importantes es el CYP3A4, en algunas
ocasiones pueden producirse interacciones mediadas por
CYP2C9 0 2C19. Curiosamente, ritonavir se comporta como
inductor de esa isoenzima, y efavirenz y etravirina se
comportan como inhibidores (justo al contrario del efecto
gue ejercen sobre el CYP3A4). De esta forma, podemos
entender que ritonavir pueda reducir la eficacia terapéutica
de voriconazol, fenitoina o de los anticoagulantes orales,
cuyo metabolismo es mediado principalmente por CYP2C9
y 2C19.

MANIFESTACIONES CLINICAS GRAVES DE LAS
INTERACCIONES CON FARMACOS
ANTIRRETROVIRALES

e Rabdomidlisis

Las estatinas son farmacos inhibidores de la HMG-CoA
reductasa utilizados de forma extensa para tratar la
hipercolesterolemia. Uno de los efectos secundarios
descritos en asociacion a su uso es la elevacién de la creatin
kinasa sérica y mialgia. Se han descrito casos de
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rabdomidlisis grave asociada a fracaso renal agudo por
mioglobinuria. Las estatinas son sustrato de OATP1B1 y
OATP1B3, transportadores de membrana que permiten que
estas entren en el hepatocito, donde realizan su accién.

Estudios in vitro indican que los IP inhiben estos
transportadores, con lo que podria empeorar la relacién
beneficio/riesgo de las estatinas, disminuyendo su efecto y
aumentando el riesgo de miotoxicidad por un aumento de
sus concentraciones plasmaticas.

Por otro lado, algunas estatinas como lovastatina,
simvastatina y atorvastatina se metabolizan por el CYP3A4.
Por lo que es conveniente no asociarlas a inhibidores de la
proteasa. No se han descrito interacciones relevantes entre
estatinas y otros farmacos antirretrovirales (ITIAN,
raltegravir, maraviroc, rilpivirina o etravirina).

Los sintomas de esta interaccidon consisten en la triada
caracteristica de la rabdomidlisis: dolor muscular, debilidad
y orina oscura. Sin embargo, mas de la mitad de los
pacientes pueden no informar sintomas musculares. Entre
los hallazgos de laboratorio encontramos:

— Elevacion de la CK y otras enzimas musculares
séricas.

— Orina de color marrén rojizo de mioglobinuria.
Puede observarse en solo la mitad de los casos,
por lo que su ausencia no excluye el
diagnéstico.

— Las pruebas de laboratorio de rutina, que
incluyen  recuento  sanguineo  completo,
velocidad de sedimentacion globular (VSG) y
proteina C reactiva (PCR) varian mucho segun
la causa subyacente de la rabdomidlisis. La
elevacion en las transaminasas séricas también
es comun.

e Sedacién excesiva, comay otros trastornos
neurolégicos

Benzodiacepinas

Se han descrito interacciones farmacoldgicas clinicamente
relevantes entre ritonavir y diferentes psicofarmacos,
incluyendo midazolam, triazolam, alprazolam, diazepam,
zopiclona y buspirona. En este caso, es complicado
establecer un patron de interaccion general puesto que las
benzodiacepinas presentan diversos metabolitos activos.
Por ejemplo, diazepam es metabolizado por el CYP3A4 y el
2C19 por lo que podria aumentar la sedacion en presencia
de inhibidores del CYP3A4, como los IP, o del CYP2C19,
como efavirenz o etravirina.

En general, la benzodiacepina que presenta menor riesgo
de interaccion con los antirretrovirales por su metabolismo
(glucuronidacion) es lorazepam. Los ITIAN, rilpivirina,
raltegravir y maraviroc se pueden administrar de forma
segura con las benzodiacepinas.

Antipsicoticos

La interaccion farmacocinética entre los IP y los
antipsicéticos a nivel de algunas isoenzimas del citocromo
P450 implicadas en el metabolismo de la mayoria de ellos,
puede producir aumentos importantes de sus niveles
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plasmaticos. En general, con los antipsicéticos eliminados
mediante el citocromo P450 se recomienda empezar con
dosis bajas en pacientes tratados con IP y aumentar las
dosis progresivamente.

Antiepilépticos

Se han descrito casos de vértigos, somnolencia,
desorientacion, ataxia, vomitos y sedacién excesiva en
pacientes que recibian farmacos antiepilépticos como
carbamazepina en concomitancia con la administracion de
IP. La coadministracién requiere monitorizaciéon clinica y
una bajada de la dosis de carbamazepina. Hay que tener en
cuenta que carbamazepina, fenitoina y fenobarbital,
potentes inductores del CYP3A4, pueden reducir las
concentraciones plasmaticas de IP potenciados, ITINAN y
maraviroc por induccion de su metabolismo, con mayor
riesgo de fracaso virologico.

En 2012 se publicé una guia? para el uso conjunto de
farmacos anticomiciales y antirretrovirales. Esta guia
aconseja monitorizar estrictamente los niveles de
anticomiciales y antirretrovirales y evitar algunas
asociaciones. En muchos casos es necesario buscar
alternativas  terapéuticas, como utilizar farmacos
anticomiciales no inductores  enzimaticos = como
levetiracetam, pregabalina, gabapentina o lamotrigina; o
antirretrovirales que no inhiban ni induzcan ni sean sustrato
del CYP3A4 como los ITIAN, raltegravir o dolutegravir.

Analizando nuestro caso, observamos que el paciente esta
en tratamiento con un IP, inhibidor del CYP3A4 y con
carbamazepina, inductor del CYP3A4, lo que, como hemos
visto, puede dar lugar a la pérdida de eficacia terapéutica
del IP, por induccién de su metabolismo e intoxicacion por
carbamazepina por inhibicién de su metabolismo.

e Rechazo de injerto

Es el caso del uso concomitante de antirretrovirales e
inmunosupresores en pacientes receptores de trasplante de
6rgano sélido infectados por el VIH. Uno de los principales
problemas en el periodo posterior al trasplante son las
interacciones farmacocinéticas entre los farmacos
inmunosupresores y antirretrovirales. EI manejo combinado
de la terapia antirretroviral e inmunosupresora puede ser
extremadamente dificil debido a las interacciones entre
inmunosupresores y TARGA, con un mayor riesgo de
rechazo del injerto y de toxicidad farmacoldgica.

Tacrolimus, sirolimus y ciclosporina A son sustratos de
CYP3A4 e inhibidores de la glucoproteina P. Los IP pueden
aumentar de forma significativa los niveles de los
inmunosupresores, aumentando la toxicidad. Los ITINAN
pueden afectar la eficacia de los inmunosupresores
disminuyendo sus niveles plasmaticos por induccién
enzimatica, aunque la intensidad de la interaccion es menor
comparada con los IP. Otro farmaco muy utilizado como
inmunosupresor, el acido micofendlico (el metabolito activo
del micofenolato de mofetilo) es sustrato de la
glucuroniltransferasa por lo que su riesgo de interaccion es
menor.

e Casos mortales

Ademas del potencial de interacciones entre
antirretrovirales y farmacos prescritos por facultativos, hay
gue tener en cuenta el potencial de interacciones entre
antirretrovirales y farmacos con los cuales el paciente se
automedica o drogas ilegales de uso recreacional. Sin
embargo, se tiene que prestar particular atencion y el
paciente tendria que ser consciente del riesgo que acarrea
el uso concomitante de algunas drogas de abuso y farmacos
antirretrovirales, especialmente los IP.

Por ejemplo, se han descrito casos mortales de intoxicacién
por MDMA o “éxtasis” en el contexto de tratamiento con
ritonavir. El “éxtasis” se metaboliza principalmente a través
del CYP2D6 vy ritonavir es un inhibidor de esta isoenzima.
Adicionalmente, del 3 al 10% de individuos de raza blanca
son metabolizadores lentos a nivel del CYP2D6. Pueden
darse importantes incrementos (de hasta 10 veces) en los
niveles plasmaticos de “éxtasis’, por lo que esta
combinacion puede ser peligrosa incluso con dosis muy
bajas de ritonavir, como las que se usan en asociacion con
atazanavir o darunavir.

La cocaina es otro ejemplo de droga de abuso, en este caso
metabolizada principalmente por esterasas plasmaticas con
una via minoritaria en la que interviene el CYP3A4,
formandose norcocaina (metabolito toxico), en porcentaje
mayor en sujetos con déficit de colinesterasa. La
administracion simultdnea de cocaina y ritonavir (pero
también otros IP) puede reducir el metabolismo provocando
aumento de la concentracion plasmatica de cocaina y la
toxicidad. Mientras que, los inductores del CYP3A4 como
efavirenz o nevirapina podrian aumentar la produccién de
norcocaina, contribuyendo igualmente al aumento de la
toxicidad.

Notables son también las interacciones entre ITINAN e IP y
la metadona, agonista opiaceo ampliamente utilizado en los
tratamientos de deshabituacion de heroina. La metadona se
metaboliza  primariamente por el CYP3A4 con
contribuciones del CYP2D6, CYP2C9, CYP2EL y en parte
por glucuronidacion. EI CYP2B6 juega un papel en el
metabolismo estereoselectivo de metadona, y ello podria
justificar la importante interaccion que presenta con
nevirapina y efavirenz, pues ambos son inductores del
CYP2B6 ademas del CYP3A4. Por tanto, en pacientes en
tratamiento estable con metadona que inicien nevirapina y
efavirenz los niveles pueden bajar considerablemente,
provocando sintomas de abstinencia.

CONCLUSIONES

La mayoria de interacciones tienen lugar mediante el efecto
inductor o inhibidor sobre el citocromo P450 a nivel hepético
y/o la glucoproteina P. Los IP, especialmente los
potenciados con ritonavir, se comportan como potentes
inhibidores del CYP3A4 y son los farmacos a los cuales més
frecuentemente se ha relacionado con reacciones graves
como consecuencia de interacciones farmacolégicas.

Es fundamental el conocimiento de las principales
interacciones entre farmacos antirretrovirales y otros
medicamentos, no solo para los especialistas en el campo
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sino también para otros profesionales sanitarios que tratan
a estos pacientes ya que, farmacos de la mayoria de las
categorias terapéuticas pueden tener interacciones incluso
mortales con la medicacion antirretroviral. Asimismo, es
imprescindible la colaboracion y la comunicacion entre los
diferentes especialistas implicados en el cuidado del
paciente y el acceso de los mismos a todos los
medicamentos prescritos al paciente.
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INTRODUCCION

La Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) es la entidad
designada por el Gobierno, para operar en Espafia como el
unico Organismo Nacional de Acreditacion, en aplicacion del
Reglamento (CE) n°765/2008 que regula el funcionamiento
de la acreditacion en Europa, que se asienta en cinco
principios fundamentales:

e Ausencia de animo de lucro.
e Independencia.

e No competencia.

e Evaluacion internacional.

e Reconocimiento mutuo.

ENAC es una asociacion sin animo de lucro y declarada de
utilidad publica. Su estructura y principios de funcionamiento
garantizan que todas sus actuaciones se basan en los
principios de imparcialidad, independencia y transparencia,
contando en sus érganos de gobierno con todas las partes
interesadas en el proceso, esto es, los acreditados, la
industria usuaria de sus servicios y las administraciones
publicas. Esto incluye a los laboratorios clinicos del ambito
publico y privado, que son a los que va dirigido este tema.

El alcance de acreditacién es el documento que describe las
actividades para las que un laboratorio clinico esta
acreditado, proporcionando a todos los potenciales usuarios
de ese laboratorio una informacion clara sobre aquellas
actividades para las que ha demostrado competencia
técnica.

El alcance de acreditacion en vigor (Anexo Técnico) es un
documento que se hace publico y que acompafia al
certificado de acreditacion del laboratorio. En la figura 1 se
muestra la ruta para poder consultar dichos documentos en
la web de ENAC. Una vez acreditados, los laboratorios
pueden realizar ampliaciones o modificaciones a su alcance,
solicitando una nueva evaluacién por parte de ENAC.

En un alcance tradicional, cada cambio realizado en una
técnica o equipo por pequefio que fuese necesita de una
nueva reevaluacion por ENAC, de manera que durante dicho
cambio y la evaluacion, la prueba debe de desacreditarse
guedando reflejado en el citado listado y en el informe de
resultados del laboratorio.

Sin embargo, debido a la constante evolucion de las
necesidades de los laboratorios clinicos, como es la inclusién
de nuevas magnitudes bioldgicas en su cartera de servicios
o la actualizacién de métodos y equipos, surge la necesidad
de establecer mecanismos que permitan que, aplicando los

procedimientos adecuados y bajo ciertas condiciones, los
laboratorios puedan llevar a cabo estas actividades sin
requerir la evaluacion previa de ENAC.

Permitira demostrar, no sélo que se dispone de la
competencia para realizar una serie de pruebas, sino
también que se ha establecido un sistema que garantiza que,
antes de incorporar una nueva prueba o una modificacion
que afecta a pruebas ya acreditadas, se han realizado todas
las actividades necesarias que garantizan que los informes
emitidos bajo acreditacion cumplen todos los requisitos
establecidos en la norma UNE-EN 1SO 15189.

A continuacioén, veremos los distintos tipos de alcance que
existen, asi como los diferentes subtipos de alcance flexible.

TIPOS DE ALCANCE

El alcance de la acreditacion hace referencia a las
actividades en las que un laboratorio ha demostrado ser
competente, incluyendo todas las etapas del proceso,
preanalitico, analitico y postanalitico.

Este alcance puede ser fijo (donde cualquier modificacion,
incorporacion de nuevas pruebas, areas 0 especimenes
requerira de una nueva evaluacion de ENAC tras la solicitud
de ampliacion), o flexible.

1. En la elaboracién del documento de alcance fijo se
debe incluir la descripcion de las pruebas y la
informaciéon detallada de la técnica/ método
empleado:

- Espécimen/muestra.
- Definicion de las pruebas / analitos / estudios.
- Método/Procedimiento y equipo si procede.

2. Para el alcance flexible, el laboratorio define el
alcance a partir de los mismos elementos descritos
en los alcances fijos expresados en una forma mas
genérica.

En este caso, los limites de la flexibilidad deben
guedar claramente reflejados de manera que no dé
pie a ningun tipo de confusién (Figura 1). Existen
principalmente dos tipos de flexibilidad, donde
puede referirse a:

-Flexibilidad en las pruebas.

-Flexibilidad en los métodos / procedimientos /
equipos.

-Una combinacién de 2 o mas de las anteriores.
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* Incorporar diferentes Kits o analizadores
* Modificacion de técnicas de procedimiento

+ Incorporar nuevas pruebas dentro de la misma
categoria

* Incorporar métodos con principio de
medida diferentes MEJORA

<7/

Figura 1. Limitaciones del alcance flexible. Elaboracién propia

Debe de quedar claro que la flexibilidad no incluye en ningin
caso la posibilidad de introducir métodos con principios de
medida diferentes de los ya incluidos en el alcance de la
acreditacion. Un ejemplo en el que no se podria incluir el
alcance flexible seria cambiar la realizacion del cobre por
absorcion atdmica a un equipo de espectrofotometria.

REQUISITOS ESPECIFICOS

No todos los laboratorios tienen de primeras acceso a una
acreditacion por alcance flexible. Se deben de cumplir una
serie de requisitos recomendables para realizar la solicitud
de acreditacion a ENAC. A continuacién, se listan los
principales:

+ Disponer de amplia experiencia en el ambito de
flexibilidad que se solicita. No es estrictamente
necesario que previamente el laboratorio esté
acreditado con alcance fijo, pero si es
recomendable ya que habra demostrado Ila
suficiente confianza para abordar el proyecto.

«  Definir claramente los limites de la flexibilidad.

*  Demostrar resultados satisfactorios en
aseguramiento de la calidad y auditorias ENAC.

» Disponer de un Sistema de Gestion de la Calidad
que haya demostrado confianza.

*  Elaborar y mantener una lista actualizada con las
pruebas y los cambios.

»  Proporcionar a ENAC la informacién antes de las
auditorias de seguimiento.

REQUISITOS DEL SISTEMA DE GESTION

El sistema de gestion de la calidad también debe de cumplir
una serie de requisitos para garantizar la gestion adecuada
del alcance flexible. Se detallan a continuacion:

4.1. Organizacion y personal:

= Ladireccion del laboratorio debe de autorizar
a las personas técnicamente competentes y
asignarles las responsabilidades claves para
la gestidn del sistema, (verificacion, validacion
de métodos, inclusién de nuevas pruebas o
cambios en listas).

=  Asimismo, debe definir los requisitos de
cualificacion para las personas que asuman
dichas responsabilidades

A continuacion, se muestra un ejemplo para una
gran organizacion con 5 servicios (Figura 3a) y las
asignaciones de responsabilidades de un
responsable de calidad de un servicio (Figura 3b).

T - G
Organizacion de la Unidad de Calidad

Teniendo en cuenta la distintas especialidades de laboratorio y el alto nimero de
profesionales implicados, se considerd que bajo una coordinacidn global existiera en cada

laboratorio un responsable de calidad (RCU)

Coordinador
de calidad

Secretaria |
compartida

RCU

Hematologia

’lCU Genética

RCU RCU
Bioquimica

Inmunologia

Figura 2. Organizacion de la Unidad de Calidad. Elaboracion propia
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'-! Hospital Uni
12 de Dcty

Funciones como responsable de calidad de Bioquimica

Control y actualizacidn documentacidn del SGC

Contrel registros del SGC

Control y actualizacian registros del personal

Seguimiento especificaciones de calidad

Programas externos de intercomparacidn

Seguimiento de tiempo y temperaturas de sistema
de transporte

Listade de equipos actualizado y mantenimiento de
equipos

Andlisis de riesgo del laboratorio

Responsable de la seguridad del paciente

seguimiento y cantral de indicadoraes

seguimiento de acciones correctivas

Seguimiento planes de Formacidn del Personal

Reuniones con los clientes clinicos

Mejora continua: acciones de mejora y objetivos de
calidad

Mantenimiento listado de pruebas acreditadas

Actualizacian cartera de servicios

Figura 3a. Organigrama de reparto de responsabilidades para el establecimiento de un SGC competente. 3b. Asignacion
de responsabilidades a un RCU de un servicio clinico de laboratorio. Elaboracion propia.

Se deben elaborar documentos que recojan la sistematica de
cémo se garantiza que antes de emitir informes de pacientes
se han seguido todos los pasos necesarios que aseguren el
cumplimiento de todos los requisitos de la norma ISO 15189
ante un cambio o incorporacion. Se deberan tener en cuenta
todas las fases del proceso analitico:

= Fase preanalitica (ej; condiciones de la
obtencion y conservacion de la muestra,
transporte, criterios de calidad de la muestra,
etc.).

= Fase analitica: Sistematica de verificacion o
validacion, IRB, etc)

= Fase postanalitica (ej: criterio de revisién de
resultados, inclusibn de comentarios en el
informe)

Se muestran a continuacion ejemplos de un check-list con
los parametros mas importantes a comprobar para realizar la
inclusiéon de un nuevo cambio permitido (Figura 4).

- Aseguramiento de la calidad: Se deberan incluir actividades
tanto de control de calidad interno como la participacion en
programas de intercomparacion de las pruebas dentro del
alcance flexible.

- Registros: deberan conservarse registros que evidencien
las actividades realizadas antes de la emisién de resultados
a pacientes tras los cambios o incorporaciones realizadas.

- Auditorias internas y revision del sistema por la direccion

SOLICITUD DEL PROCESO DE EVALUACION

Para la solicitud de acreditacién por alcance flexible se deben
aportar 3 documentos:

1. Identificacion en el alcance de los limites de
flexibilidad (Figura 5a).

INSTRUCCION TECNICA | Realizado por: Edicién 2
PARA EL CHECK LIST ANTE |Laura Parés Pollin

Daniel Parraga Garcia
CAMBIOS EN PRUEBAS,

EQUIPOS O METODOS EN EL |Revisadoy aprobadopor: | 1221 °F

UNIDAD DE CALIDAD
DEL LABORATORIO

ALCANCE FLEXIBLE Jefes de Servicio

IT-LAB-13

CONTROL DE EDICIONES

ED | FECHA | HOJA/S [ CAUSA DEL CAMBIO

2 \ 17/08/2020 | 1 \ Se amplia la lista y se afiada campo de fecha y firma del responsable

NOTA: En esta instruccién se dan directrices para la comprobacién de todos los items preanaliticos,
analiticos y postanaliticos que pueden verse afectados ante un cambio en las pruebas, metodologias o
equipos en un alcance flexible.

El alcance flexible no incluye cambiar métodos con principio de medida diferentes de los va incluidos
en el alcance de la acreditacion (ejemplo cambiar del método de espectrometria para determinar
Hierro al método de absorcion atémica)

1. ASPECTOS PREANALITICOS

;Se ha modificado la preparacion del paciente?

¢ Se ha modificado el espécimen?

¢ Se ha modificado el recipiente de recogida de muestra?

¢ Se ha modificado el tiempo de conservacion de la muestra?

¢Se han modificado aspectos preanaliticos como la centrifugacion, preservacion de la luz,
condiciones especificas de temperatura, etc?

¢Se ha informado a los profesionales o se han realizado las actividades formativas?

¢ Implica nuevos registros preanaliticos?

=]

ASPECTOS ANALITICOS
¢ ;Se ha realizado la verificacion del nuevo método?
¢Se ha realizado la intercambiabilidad entre equipos cuando en el laboratorio hay equipos
duplicados?
¢Se dispone de programa de intercomparacion para la prueba en el nuevo método?
(El nuevo método cumple con las especificaciones de calidad?
¢Los profesionales del laboratorio han recibido formacion?
¢Implica nuevos registros analiticos?
¢,Se ha comprobado la correcta actividad de los controles internos?
¢ Se ha consultado el limite de linealidad, el limite de cuantificacion y deteccion y los
interferentes del Insert validado por la casa comercial, y se ha actualizado dichos datos en el
procedimiento técnico de la prueba?

3. ASPECTOS POSTANALITICOS
e ;Afecta el cambio de método a los valores de referencia?
e ;Implica el nuevo método la realizacion de nuevos comentarios?
s ;Afecta el cambio de método a la configuracién del informe?

Responsable de la verificacion del check list: Fecha y firma:

Figura 4. Ejemplo de check-list a seguir para incorporacion
de una prueba/método. Elaboracién propia.
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2. Documentacion que describa el sistema del Se debe especificar si la flexibilidad solicitada es de
laboratorio y sistematica detallada de espécimen/muestra o de pruebas/métodos, siendo en la
verificacion/validacion. mayoria de los casos mas interesante ésta Ultima.

3. Lista de las pruebas ya validadas/verificadas 1. Laflexibilidad por espécimen/muestra:

(Figura 5b) Hace referencia a si tenemos una técnica validada
También se debera presentar otra documentacion que ENAC para un espécimen, podriamos afadir otro distinto.
considere necesaria. A continuacién vamos a detallar estos No obstante, en la practica esto no es Util.
tres documentos con mas profundidad: Como ejemplos podemos ver un laboratorio que se

acredita para un cultivo de muestra faringea. Si
o - necesitase acreditarse para un cultivo de sangre
«  Delimitar la flexibilidad : e para 0 de sang
(hemocultivo), deberia solicitar ampliacion al no
parecerse en nada las técnicas a realizar. Una
excepcion donde si podria ser Gtil podria ser la de
ESPECIMEN / MUESTRA PRUEBAS/ESTUDIOS PROCEDIMIENTO
Método (Método comercial, procedimiento
interno, protocolos reconocidos, equipos)
Espectrometria PT-BID-06
Suero
Plasma heparina litio
Sangre total fluoruro de PT-BIO-05_01
sodio/oxalato potésico y IT-CORE LAB 06, 17, 18, 22
EDTA
Orina
Liquido cefalorraquideo
ESPECIMEN / MUESTRA PRUEBAS/ESTUDIOS PROCEDIMIENTO
Método (Método comercial, procedimiento
interno, protocolos reconocidos, equipos)
Inmunoturbidimetria PT-BIO-06
Suero
Plasma heparina litio
Orina PT-BIO-05_01
IT-CORE LAB 18,22, 23
ENZIMAS Y SUBSTRATOS
LABORATORIO CORE
i} PRUEBAS/ESTUDIOS Fecha PROCEDIMIENTO
ESPECIMEN/MUESTRA . L . .
ESPECTROMETRIA acreditacion Método comercial c701 COBAS 8000
Alanina aminotransferasa (1,2)
Suero (1) Tampon Tris Concentracién alanina >225 (24/11/2017 PT-BIO-CORE LAB-35 (Ed. 2; 26/04/2017)
mM
Plasma heparina litio (2) L
Albimina (1,2) o 24/11/2017 PT-BIO-CORE LAB-30 (Ed. 3; 26/04/2017)
Verde de bromocresol (BCG)
Aspartato aminotransferasa (1,2)
Tampén Tris Concentracién 24/11/2017 PT-BIO-CORE LAB-49 (Ed. 2; 26/04/2017)
aspartato>100mmM
Bilirrubina Total (1,2)
24/11/2017 PT-BIO-CORE LAB-36 (Ed. 2; 26/04/2017
2,4y 2,5 dicloroanilina diazoada (DPD) 1/ ( /04/ )
Bilirrubina Conjugada (1,2) .
o 24/11/2017 PT-BIO-CORE LAB-10 (Ed. 3; 26/04/2017)

Figura 5a. Ejemplo de solicitud de alcance flexible por categorias. 5b Ejemplo de lista de control de pruebas acreditadas por
alcance flexible. Elaboracion propia
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afladir diferentes pruebas a muestras de
suero/plasma con diferentes anticoagulantes.

2. Limitacién de la flexibilidad en pruebas/métodos

En este caso podriamos incorporar nuevas pruebas
gque se realizan por el mismo equipo Yy
procedimiento, siendo en la préactica el alcance
flexible que se solicita a ENAC.

Un ejemplo seria acreditar las hormonas por el
autoanalizador de “enzimoinmunoensayo”. Es
importante delimitar bien este alcance, ya que si
solo  indicAsemos  inmunoensayo, podrian
abarcarse multitud de pruebas que no cumplirian
con los requisitos de calidad establecidos por
ENAC.

Asi pues, debemos agrupar a las pruebas en
categorias, siendo ésta un grupo de andlisis que
pueden incluirse conjuntamente por el tipo de
magnitud medida o estudiada (ej: marcadores
tumorales) y por la técnica o método analitico
utilizado.

e Sistematica detallada de validacién/verificacion

El laboratorio debe de realizar uno o varios documentos
donde recoja la sistematica de validacion o verificacion de
nuevos métodos, teniendo en cuenta la incorporacion de
nuevos equipos, de cambio de equipos que utilicen el
mismo método o la utilizacién de equipos duplicados.

Deberé tenerse en cuenta que, si no son equipos
comerciales previamente validado con marca CE, a los que
solo se les deberia realizar la verificacion, debera de
realizarse un documento para verificacion y otro para la
validacion de métodos.

e Listade andlisis acreditados

Finalmente, los responsables de calidad deberan de realizar
un listado con las pruebas acreditadas por alcance flexible, y
mantener este listado siempre actualizado, dejando
constancia de cualquier cambio indicando la fecha en la que
se han empezado a emitir resultados acreditados.

MANTENIMIENTO DE LA ACREDITACION

Durante las auditorias de seguimiento se comprobara la
implantacion y eficacia del control establecido por el
laboratorio para la gestion de su alcance flexible. El
laboratorio debe evidenciar que mantiene su capacidad
técnica y que utiliza el sistema de gestion definido.

Para ello tres meses antes de la fecha prevista para el
seguimiento, el laboratorio enviara la Lista identificando en
ella los analisis concretos introducidos (escribiéndolos en
cursiva negrita) desde la anterior evaluacion de ENAC y el
procedimiento analitico aplicable a la categoria si se ha
modificado

CONCLUSIONES

El trdnsito a un sistema calidad por alcance flexible es
laborioso. Se debe trabajar en la elaboracion de los 3
documentos exigidos por ENAC descritos en el apartado 5,
para demostrar la competencia de poder realizar cambios en
la forma de proceder para realizar el andlisis de diferentes
pruebas de laboratorio y seguir manteniendo una alta calidad
analitica:

1. Delimitar la flexibilidad definiendo que pruebas y/o
equipos se van a abordar y que tipo de flexibilidad
se solicita.

2. Establecer una sistematica para la incorporacion de
pruebas, cambios de equipos, uso de equipos
duplicados, actualizacion o mejora de tecnologia de
pruebas ya acreditadas, etc. Para ello debe quedar
reflejado en uno o varios documentos la forma de
proceder del laboratorio para la verificacion de
quipos comerciales con marca CE, o en el caso de
que sea de elaboracion propia, la validacion de la
técnica y/o pruebas en cuestion.

3. Realizar un listado de las pruebas acreditadas por
alcance flexible, con registros de fechas donde
queden reflejados todos los cambios derivados de
la actualizacion de las mismas.

Asi pues, el laboratorio puede garantizar que las pruebas
informadas bajo acreditacion cumplen todos los requisitos
establecidos en la norma UNE-EN 1SO 15189.
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INTRODUCCION

Cualquier actividad de evaluacién de la calidad en un
laboratorio clinico debe iniciarse con la pregunta de qué es
lo que se quiere mejorar. Asi es como se puede identificar
una oportunidad de mejora.

Una oportunidad de mejora es cualquier situacion en la que
se observan diferencias que se pueden reducir entre lo
optimo vy la realidad siendo posiblemente el paso mas dificil
encontrar cual es la situacién correcta a abordar. Una vez
encontrada, debe de trabajarse con la ayuda de una serie de
herramientas para conseguir disminuir esta diferencia entre
la situacién optima y la realidad.

En este capitulo se pretende describir las principales
herramientas para facilitar la implementacion de dichas
mejoras en los laboratorios clinicos de manera que sea mas
facil y eficaz abordar los posibles problemas que nos
encontraremos en la practica diaria de un laboratorio.

IDENTIFICACION Y PRIORIZACION DE OPORTUNIDAD
DE MEJORA

La parte mas complicada del ciclo de mejora es su comienzo,
es decir, encontrar una buena oportunidad de mejora en la
gue podamos trabajar. Estas oportunidades de mejora se
identificardn mas facilmente si pensamos en servicios
concretos y sus requisitos de calidad.

Es por ello que un requisito previo para seleccionar una
oportunidad de mejora es que se trate de algo en los que
sSomos protagonistas en nuestro servicio, de manera que
tengamos una cierta capacidad de intervencion.

Podemos clasificar los problemas de calidad en 4 tipos
distintos, atendiendo a su naturaleza de proceso/resultado o
estructurales/organizativos, y a su area de aplicacién mas
genérica o especifica (Figura 1).

Cada uno de manera individual y teniendo en cuenta las
circunstancias debe de ser consciente y responsable de cual
es el problema que decide abordar, si bien la facilidad de
andlisis de los problemas especificos y de proceso/resultado
generalmente va a resultar mas simple que la de los
problemas generales y estructurales, teniendo a su vez
mayor probabilidad de éxito.

Asi  pues, podemos tener métodos cuantitativos y
cualitativos. Si bien la identificacion de problemas por
métodos cuantitativos puede tener una mayor precision, los
métodos cualitativos no precisan de ninguna infraestructura
previa y favorece el compromiso de los profesionales con la
mejora. Ambos métodos pueden complementarse en funcién
de las necesidades de la unidad (Figura 2).
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PROCESO/RESULTADO

ESTRUCTURA
(ORGANIZACIONAL)

Problema tipo |
(Ejemplo: atencién de

Problema tipo Il
(Ejemplo: organizacién del

ESPECIFICO X equipo en la atencién de
pacientes con .
) ) pacientes con
hipercolesterolemia) ) .

hipercolesterolemia)
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pacientes de la consulta
programada)

Figura 1. Clasificacion de los problemas de calidad. Obtenido

de: Saturno PJ: Disefio e implementacion de intervenciones

para mejorar. Manual del Master en Gestion de la Calidad en
los Servicios de Salud

METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE
OPORTUNIDADES DE MEJORA QUE NO PRECISAN
DATOS

En funcion de la experiencia que tengamos en la toma de
decisiones en equipo, asi como el grado de conclusién al que
gueramos llegar, elegiremos uno u otro, si bien debemos
tener en cuenta que se pueden complementar entre ellos.

e Lalluviadeideas (Brainstorming):

La lluvia de ideas favorece la creatividad y la identificacion
de una gran cantidad de oportunidades de mejora.

Esta sera la técnica de eleccién cuando no tengamos mucha
experiencia previa en la toma de decisiones grupales. No
obstante, el grado de conclusion de las ideas que surjan no
sera tan alto como el de otros métodos de manera que se
deberd complementar con técnicas de priorizacion de
problemas como la matriz decisional o la técnica del grupo
nominal que veremos mas adelante. enemos también el
problema de que los resultados pueden estar sesgados, ya
que se manifestardn los problemas que aporten los
miembros del grupo con mas participacién, quedando ocultas
aquellas ideas de los miembros del grupo mas introvertidos.

Las normas para desarrollar esta metodologia estén listadas
en la Figura 3.
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1. Métodos que no requieren datos
1.1. Uuvia de ideas (brainstorming).
1.2. Técnica de grupo nominal.
1.3. Matriz decisional.
1.4. Comparacion por pares.
1.5. Comunicacién de incidencias.

2. Meétodos que requieren datos
2.1. Micromuestreo.
2.2. Monitorizacién de indicadores.
2.3. Anélisis de perfiles estadisticos.
2.4. La participacién del usuario.

Figura 2. Herramientas para la identificacion de oportunidades de mejora. Obtenido de: Saturno PJ:
Disefio e implementacion de intervenciones para mejorar. Manual del Master en Gestion de la Calidad en
los Servicios de Salud

e Técnicadel grupo nominal

Esta técnica es especialmente interesante cuando los
participantes tienen cierta experiencia sobre el tema
planteado, el grupo no es muy heterogéneo y tiene un
tamafio inferior a 10 personas.

La técnica del grupo nominal favorece la participacion
paritaria de todo el grupo en la identificacion de
oportunidades de mejora. Ademas, permite alcanzar una
gran validez en las decisiones a tomar a la vez que consigue
evitar conflictos despersonalizando la confrontacién entre los
desacuerdos.

Su desarrollo consta de los siguientes pasos:

e Generacion de ideas de forma individual. Cada
miembro que participa en el ciclo de mejora puede
escribir sus ideas en un papel sin intercambiar
informacion entre ellos. Para que sea més operativo
se puede limitar el nimero de propuestas por
individuo a tres.

e Registro del listado de oportunidades de mejora
individual. Cada participante expondra su problema
de manera individual.

e A continuacion, se juntan todas las ideas ya que es
probable que algunas de ellas se hayan repetido.

e Se clarifican las ideas al resto del grupo,
definiéndolas en base a lo que tenemos y a lo que
nos gustaria tener.

e  Priorizaciéon individual de las ideas (votacion
preliminar). En esta fase se otorgar4d de manera
individual sin discusion de grupo ni presion por los
compafieros una puntuacién a cada una de las
ideas surgidas en las fases anteriores. Una forma
simple de hacer esto es asignar de 0 a 5 puntos
cada problema repartiendo un nimero de votos fijos
entre todos ellos.

e Discusion de voto preliminar, donde cada
participante explica la puntuacién que ha dado a
cada idea y el motivo de esta. El grupo puede
debatir.

e Voto final. El problema u oportunidad de mejora
mas votado serd elegido por el grupo para su
evaluacion y mejora.

Asi todo el grupo realizard aportaciones expresandose
también las ideas minoritarias que quedarian ocultas en
discusiones abiertas.

y sin limitacion en su nimero.

1. Exposicion del objetivo de la reunién por parte del moderador.

2. Recordar las reglas del método: no criticar las ideas propuestas.

3. Planteamiento, por parte del animador, de un ejemplo que puede parecer hanal, pero
que favorece un ambiente distendido y la generacion de ideas.

4. Exposicion, por cada participante, de una sola idea a la vez cuando considere oportuno

Figura 3. Normas para moderar una reunion de lluvia de ideas. Obtenido de: Saturno PJ: Disefio e
implementacion de intervenciones para mejorar. Manual del Master en Gestion de la Calidad en los
Servicios de Salud
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e Lacomparacion por pares

Con este método podemos concentrarnos en un maximo de
dos problemas simultAneamente, comparando ambos y
eligiendo el mas importante de ellos. Los criterios de
priorizacion son implicitos y subjetivos y es un método mas
complejo.

e La matriz decisional de criterios multiples o
parrilla de analisis

Esta metodologia tiene dos modalidades en funcion de si los
criterios empleados se consideran igual de importantes o
estan jerarquizados.

Para la primera de ellas se realiza una matriz donde se
incluyen los distintos problemas en la primera columna y en
la primera fila los criterios a evaluar, analizandose cada uno
de ellos de manera separada. Finalmente se contabilizan
todas las puntuaciones de los distintos criterios y se ordenan
en funcién de la puntuacién alcanzada (Tabla 1).

En el segundo caso, previa jerarquizacion de los criterios, se
disefia un grafico con respuestas “si/no” en forma de arbol
que servird para clasificar las oportunidades de mejora en
funcion de su importancia, dandole mas peso al primer
criterio, y menos al ultimo. Aquella oportunidad de mejora
que responda con “si” a todos los criterios se clasificara con
prioridad 1°. En la Figura 4 se muestra este arbol
clasificatorio.

La matriz decisional puede combinarse con técnicas de
busqueda de oportunidades de mejora como la lluvia de
ideas o el grupo nominal visto anteriormente, ya que permite
priorizar de una manera rapida y eficiente las oportunidades
que surgen en dichos métodos.

METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE
OPORTUNIDADES DE MEJORA UTILIZANDO DATOS

Estos métodos estan condicionados a la cantidad y calidad
de las diferentes fuentes de informacién que puedan aportar
datos. Técnicas como el micromuestreo o la participacion del
usuario pueden identificar una gran variedad de
oportunidades de mejora, pero la monitorizacion y al analisis
de perfiles se focalizan en aspectos asistenciales. A
continuacién, detallamos los siguientes métodos:

e Micromuestreo de registros

Este método requiere que se registren datos de actividad
asistencial, como historias clinicas, estadisticas de analiticas
de pacientes, etc. En ese caso, podemos hacer un
micromuestreo (unos 15 o 20 por ejemplo), para detectar
areas potencialmente problematicas.

Para aumentar la validez de este método se suele revisar
cada registro por dos profesionales con experiencia en la
materia, resumiendo sus conclusiones y viendo si existe
alguna incongruencia entre ellos.

Pueden buscarse problemas genéricos (ej: cantidad de
pruebas que se solicitan en Atencién Primaria) o mas
especificos (tiempo que transcurre entre la solicitud de PCT
en pacientes de la unidad de reanimacion y el analisis de la
muestra).

CRITERIOS DE DECISION. Maximo 5 Minimo 1.
JSupone
un ; Dependencia
¢Afectaa riesgo (Jint:rna dela ¢Es una
PROBLEMA muchos 9 . solucién Total
. grave posible
pacientes? - barata?
parala solucién?
salud?
1- Tiempo de respuesta de los LCR +++ +++++ +++++ +++++ 18
2- Falta de comunicacién en el pase
. +++ +++ +++++ +++++ 16
de guardia
3- Fallos en el sistema informético +++++ +++ + + 10
4- Falta de reactivo +++++ +H+++ +++ +H+++ 18
5- Burning del personal técnico ++ ++ ++++ +++++ 13

Tabla 1. Matriz decisional para priorizar oportunidades de mejora. Elaboracion propia
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C2. ¢Supone un riesgo

grave?

C1. é¢Dependencia interna
de la solucion?

C3. tAfecta a muchos

pacientes? 1°
T

e

30

Figura 4. Matriz de priorizacion de oportunidades de mejora jerarquizadas por criterios
(C1>C2>C3). Obtenido de: Saturno PJ: Disefio e implementacion de intervenciones para
mejorar. Manual del Méaster en Gestion de la Calidad en los Servicios de Salud

e Monitorizacién de indicadores

Los sistemas de monitorizacion de la calidad tienen como
objetivo principal identificar problemas de calidad. Asi pues,
si disponemos de una diversa bateria de indicadores (de
eficacia, proceso, analiticos, preanaliticos y postanaliticos)
podemos encontrar problemas relacionados con esa area en
concreto.

e Analisis de perfiles

Esta metodologia solo se puede usar cuando se mide un
mismo indicador por distintos proveedores (facultativos
especialistas, facultativos de atencion primaria, clinicos,
unidades de electromedicina, etc.).

Cuando algun proveedor presenta una desviacién de la
media con respecto a los demas es significativo de un area
de mejora en la que se debe trabajar y analizar la causa del
posible problema que lo esté provocando.

Un ejemplo seria monitorizar las solicitudes de alguna
prueba de laboratorio por diferentes centros de salud, y
analizar si en alguno de ellos la solicitud de pruebas difiere
de la media y el motivo de ello (Figura 5).

e Participacion del usuario en la identificacion de
problemas

Los pacientes y los clientes internos del laboratorio son los
“destinatarios” finales del producto que se ofrece. Es por ello
que juegan un papel importante en la identificacion de
problemas de calidad en aspectos relacionados con el
incumplimiento de sus expectativas, a la vez que pueden
ofrecer informacion muy importante para identificar
oportunidades de mejora en procesos asistenciales que de
otra manera se nos escaparian.

Las principales herramientas para la obtencion de esta
informacion son:

Analisis de quejas y reclamaciones:

Los libros de reclamaciones son la herramienta clasica para
la identificacion de problemas, aunque muchas personas
pueden verlo como un sistema principalmente punitivo.

La cantidad de reclamaciones que tenemos en nuestros
servicios y la clasificaciéon de las mismas puede aportar
informacion acerca de si alguna actividad asistencial precisa
de una mejora en su procedimiento. La informacion que hay
en ellas debe de ser valorada con cautela para que no nos
lleven a falsas interpretaciones, ya que lo que ve el usuario
puede ser tan solo la punta del iceberg de un problema
mayor.

Encuestas de satisfaccion:

En general es una fuente de informacion méas adecuada para
sacar a la luz problemas sobre el trato recibido, el contexto
en el que se desarrolla la asistencia y los problemas de tipo
organizacional.

Tiene ciertas ventajas con respecto al analisis de quejas ya
que, si la encuesta la construimos metodolégicamente bien,
podemos identificar una mayor cantidad de problemas. Otra

Figura 5. Andlisis de perfiles de la solicitud de una prueba de
laboratorio en diferentes centros de salud. Adaptado de:
Saturno PJ: Disefio e implementacion de intervenciones para
mejorar. Manual del Méaster en Gestion de la Calidad en los
Servicios de Salud
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ventaja es que refleja una muestra representativa de
usuarios (ya sean pacientes o clientes internos), evitando el
sesgo que podemos encontrar en el andlisis de quejas donde
solo se manifiesta la opinion de usuarios insatisfechos.

El informe del usuario:

Se puede usar de forma complementaria o sustitutiva al
micromuestreo. Se puede realizar haciendo preguntas a
usuarios de nuestros productos de manera aleatoria (¢Le
han explicado al entrar en la sala de extracciones que si solo
va a entregar orina no tiene por qué esperar turno?, ¢Le ha
explicado su médico que para realizar la prueba del cortisol
tiene que venir antes de las 9 A.M.?).

La principal ventaja de este método consiste en revelar
problemas asistenciales que dificilmente salen a la luz con
otros métodos siendo en oca ocasiones una manera mas
eficaz de recopilar datos.
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INTRODUCCION

e Naturalezay severidad del problema

El objetivo del laboratorio clinico es informar el verdadero
valor de una concentracion o actividad. Sin embargo, los
resultados se ven a menudo afectados por factores
interferentes relacionados con la presencia de hemoglobina,
bilirrubina y lipemia, que pueden ser reconocidas por el
aspecto de la muestra, su color o turbidez?3. Es complicado
predecir el efecto de la hemdlisis, turbidez e
hiperbilirrubinemia por la necesidad de que cada muestra
debe de ser analizada visualmente inmediatamente después
de su centrifugacion.

Para concentraciones de hemoglobina superiores a 300mg/L
(18,8 mmol/L), la hemdlisis se puede apreciar a simple vista,
si bien para valores inferiores no es tan facil?> (Figura 1). Las
muestras hemolizadas en el laboratorio tienen una
prevalencia del 3,3%, siendo responsables del rechazo de
casi el 60% de las peticiones analiticas solicitadas®. La
hemodlisis puede ocurrir in vivo o in vitro, siendo la mayoria
de las muestras hemolizadas (>95%) atribuibles a procesos
in vitro resultantes de la incorrecta obtencion o transporte de
la muestra®®.

La hemodlisis es la interferencia visible que con mayor
frecuencia afecta a las 20 principales pruebas de quimica
clinica. Por otra parte, las pruebas enzimaticas no suelen
verse afectados. La hemdlisis tiene un marcado efecto en los
constituyentes que estan presentes en mayor concentracion
en el plasma que dentro de los eritrocitos. Por otro lado, la
hemoglobina también puede interferir directamente en la
medicion colorimétrica de los constituyentes al tener un
espectro de absorcion que comienza sobre los 340 nm (pese
a que su banda caracteristica esta entre 500 y 600 nm),
afectando de esta manera a la concentracién o actividad de
los constituyentes medidos en este intervalo de longitud de
onda>8,

Gracias a la determinaciéon de los indices séricos el
laboratorio clinico puede controlar estas citadas
interferencias sin la pérdida de tiempo que supondria su
visualizacién manual.

Tubo con nivel """""
de dilucién #n 0 1 4 3 4 5 6 7 8 9 10

H-Indice 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 1. Concentraciones crecientes de hemodlisis.
Elaboracion propia

La interferencia por hemodlisis es un problema real al que se
enfrentan los laboratorios clinicos. Con la creciente demanda
de peticiones analiticas la gestion de este tipo de
interferencias de forma manual se hace cada vez mas
laboriosa. Es trabajo del laboratorio clinico el manejar
adecuadamente este tipo de interferencias e informar de los
resultados analiticos a los médicos solicitantes de la manera
mas clara y precisa.

Un error de laboratorio puede definirse como “cualquier
efecto negativo o potencial sobre el manejo del paciente”, de
forma que los informes de laboratorio pueden repercutir en la
toma de decisiones clinicas para el paciente. Es por ello que
el laboratorio estda sometido a un control de calidad
garantizado por las autoridades regulatorias y por
procedimientos de certificacion (ISO 9001) y acreditacién
(1SO 15189)".

Es de vital importancia que a la hora de la interpretacién de
los resultados interferidos por hemdlisis no haya ningin tipo
de duda sobre cémo actuar. El clinico puede tomar
decisiones diferentes en funcion de dicha interpretacién, por
ello se hace imprescindible buscar una serie de criterios que
controlen la manera de informar estos resultados de forma
homogénea y sistematica cada vez que el laboratorio detecte
una de las citadas interferencias.

Por otro lado, cada parametro de laboratorio tiene sus
peculiaridades y se vera interferido a diferentes
concentraciones de interferente. La gestion manual de este
tipo de interferencias se hace muy tediosa por el alto volumen
de muestras que recibe nuestro hospital (hospital de nivel 3),
por lo que se considera el empleo de reglas programadas en
el sistema informatico de laboratorio para facilitar la gestion
de las interferencias.

e Objetivos

Evaluar y mejorar la calidad en el informe de laboratorio
gestionando las interferencias por hemdlisis, a través de la
realizacién de un ciclo de evaluacién y mejora de la calidad
que surge de un problema derivado de una no conformidad
hallada en la auditoria externa de la autoridad reguladora
(ENAC).

IDENTIFICACION Y PRIORIZACION DE

OPORTUNIDADES DE MEJORA

Se aplica la técnica de grupo nominal® para la identificacion
de oportunidades de mejora. Esta técnica esta recomendada
cuando los participantes tienen cierta experiencia sobre el
tema y el grupo no es mayor a 10 personas. En este caso
solo participaron 4 personas: el Responsable de Calidad del
Servicio, el responsable de la Gestion del Sistema
Informético de Laboratorio (S.I.L), el Jefe de Seccion del
Laboratorio Core 24 horas y el Jefe de Servicio.
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Su desarrollo consta de 6 pasos divididos en dos bloques,
uno para identificar las oportunidades de mejora y otro para
priorizarlas. Vemos los tres primeros apartados a
continuacion:

e Generaciéon de ideas de forma individual

Una vez planteada de forma escrita, concreta y sin
ambigliedades el problema derivado de la no conformidad de
la auditoria externa que deriva en una posible oportunidad de
mejora, cada miembro que participa en el ciclo de mejora
piensa y/o escribe sobre un papel sus propuestas, sin
intercambiar informacién con ningln otro miembro del
equipo.

e Registro del listado de oportunidades de mejora
individual

Posteriormente se exponen todas las ideas por turno de
intervencién y se registran en una lista, definiéndolas en base
a lo que tenemos y a lo que nos gustaria tener:

1. No existen reglas informéticas para controlar de forma
automatizada los resultados por interferencia de hemdlisis.
Se busca: establecer reglas automatizadas.

2. Los equipos de bioquimica no descartan las muestras no
aptas de forma automatica pese a tener un madulo especifico
para ello inactivo. Se busca: Rechazo automatico por parte
del equipo de muestras con valores extremos de hemdlisis e
ictericia.

3. Los equipos de hematologia no rechazan las muestras
hemolizadas de forma automatica. Se busca: Rechazo
automatico de pruebas no aptas.

4. No hay homogeneidad en el informe de laboratorio a la
hora de establecer comentarios referentes a muestras
interferidas por hemdlisis, quedando a criterio del facultativo
responsable en cada momento la redacciéon o no de dicho
comentario y la forma de realizarlo. Se busca: Normalizar la
forma de emisién de comentarios en el informe con respecto
a las interferencias por hemdlisis.

5. Los resultados de los indices de hemdlisis (IH), ictericia (1)
y lipemia (L) se emiten en el informe, lo que disminuye la
claridad de estos pudiendo generar confusion al clinico en la
interpretacion de los resultados. Se busca: Eliminar la
emision de los indices séricos en el informe.

e Clarificaciéon de las ideas

Las oportunidades de mejora identificadas en el listado
comun fueron sometidas a discusion para concretar o
matizar significados y evitar duplicidades. Para la seleccién
de oportunidades de mejora se considerd tanto la factibilidad
de su resolucion como las caracteristicas intrinsecas del
problema. Se consideraron los problemas especificos y
relacionados con los procesos y actividades de los que
somos proveedores.

Se unifican las oportunidades de mejora 1, 4 y 5 al
considerarse que el problema tiene un origen comun.
Posteriormente, se volvid a elaborar un listado comudn con 3
oportunidades de mejora:

1. Programar reglas informaticas para mejorar la calidad del
informe: eliminando los indices séricos y poniendo
comentarios automatizados y personalizados para cada
parametro que esté interferido por la hemolisis.

2. Rechazo automatico por parte del equipo de muestras con
valores extremos de hemodlisis e ictericia.

3. Rechazo automatico de pruebas no aptas por los equipos
de hematologia.

Para la priorizacién de las oportunidades de mejora se
empleo el método “matriz decisional de criterios multiples o
parrilla de analisis®”.

Para ello, se aplicaron de manera explicita unos criterios de
valoracién establecidos segun las indicaciones de la Joint
Commission on Accreditation of Health Care Organization
(frecuencia, alto riesgo para los usuarios, dependencia
interna de la solucién, coste). Los criterios empleados se
consideraron igual de importantes.

La forma de evaluar las oportunidades de mejora fue dar una
puntuacién de 5 a 1 para cada problema de forma individual
(maximo: 5 y minimo: 1). Posteriormente se hizo la media
obtenida de las puntuaciones individuales redondeandose a
nimeros enteros. En la Tabla 1 se muestra un ejemplo
cumplimentado de la plantilla empleada.

CRITERIOS DE DECISION. Maximo 5 Minimo 1.
dSupone
. un ¢Dependencia | .
SAfectaa . . ¢Es una
PROBLEMA muchos resgo mterngbolle la solucion TOTAL
acientes? grave posible barata?
P ’ parala solucion? ’
salud?
1.Reglas informéticas +H+++ ++++ +H+++ +H+++ 19
2.Equipos de Biogquimica ++++ ++++ +++ ++ 13
3. Equipos de Hematologia ++++ ++++ + + 10

Tabla 1. Ejemplo de matriz decisional. Elaboracion propia
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e Discusion del voto preliminar

Cada miembro del equipo da su opinién cumplimentando la
matriz decisional. Se contabilizan todos los puntos, se
comentan con el grupo y finalmente se obtiene la tabla
definitiva de priorizaciéon de oportunidades de mejora (Tabla
2).

CRITERIOS DE DECISION. Maximo 5 Minimo 1.
¢Supone
R un ¢Dependencia )
PROBLEMA crr/?;ecchtc?sa riesgo interna de la sccii:lgi TOTAL
acientes? grave posible barata?
p ’ parala solucién? ’
salud?
_ LReglas 20 16 20 20 76
informaticas
2.Rechazo
muestras 16 15 12 6 49
Biogquimica
3. Rechazo
muestras 16 16 4 4 40
equipos de
Hematologia

Tabla 2. Matriz decisional de las oportunidades de mejora
identificadas y priorizadas con los criterios de valoracion.
Elaboracién propia

e Voto final

Tras la discusion se decide actuar en el problema 1 ya que
fue el que mayor puntuacion obtuvo.

Se descarta para un primer ciclo el problema 2, ya que se
entiende que con la correcta implantacion de la oportunidad
descrita en el problema 1 el problema quedara subsanado,
siendo el segundo mas facil de implementar tanto a nivel de
dependencia interna como econdémico a corto plazo. No
obstante, se contemplara como futura oportunidad de
mejora, ya que podria adecuar la realizacion de pruebas que
no deberian de realizarse, de forma que supondria un ahorro
de recursos (menor gasto de reactivos) a largo plazo.

Se descarta para un primer ciclo el problema 3 por ser de
poca dependencia interna. En el momento presente, la
hemodlisis en pruebas de coagulacion se detecta visualmente
y se informa. Ademas, en breve llegaran equipos nuevos de
coagulacion capaces de aportar esta informacion. Estos
equipos realizan una medicion de la absorbancia 6ptica de la
muestra diluida a tres longitudes de onda distintas (405, 535
y 671 nm).

FLUJOGRAMA

Puesto que la oportunidad de mejora identificada implicaba
la correcta organizacion y ejecucion de tareas secuenciales
a lo largo del tiempo, se utiliz6 un flujograma para identificar
las contingencias o situaciones/causas potencialmente
probleméticas cuya frecuencia era necesario medir (Figura
2).

/ Andlisis de la
" muestra
<

Obtencién de
los indices
séricos

< Anular ('_IH mr;yor PATEEN
{ \ : _élH. i emoli ‘
| analitica St de 8007 S \e c;|zada
Comprobar r‘f
que
parametro se Validacion
afecta por facultativa
dicho indice

(automadtico)

S —

Poner Eliminacién
comentario a indices séricos
la prueba (automatico)

(codificado y

automatico)

v

/ Emision del \‘
‘_ informe /
Figura 2. Flujograma para identificar las contingencias o
situaciones/causas potencialmente problematicas de la
oportunidad de mejora: “Mejora de calidad del informe de
laboratorio”. Elaboracién propia

CRITERIOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DE LAS
OPORTUNIDADES DE MEJORA SELECCIONADAS:

e Construccioén de criterios

Se elaboraron criterios validos y fiables con los que medir la
calidad del servicio o aspecto del servicio a evaluar en la
situacion de partida y que posteriormente serian empleados
para documentar la mejora conseguida'®t,

A continuacion, se describen los criterios seleccionados para
evaluar la calidad del problema “Mejora de calidad del
informe de laboratorio”, las excepciones a los mismos y las
correspondientes aclaraciones (descripciones inequivocas
de cualquier término que aparezca en el criterio o sus
excepciones y que pueda estar sujeto a interpretacion):

1. Elinforme analitico con un indice de hemdlisis 2800
debe ser anulado

2. Informe analitico con parametros interferidos por
hemolisis (por indices entre 15 y 799) debe
especificar comentarios de tal interferencia.

En la Figura 3 se muestran los valores de hemdlisis que
causan interferencia desglosada por parametro analitico.
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PRUEBAS REGLA | IH INSERT
COMENTARIO
ALT a0
LDH 15
AST 40
CK 100
Potasio a0
Troponina T hs 100
GGT 200
Hierro 200 PRUEBAS IH para eliminar
Amilasa 500 REGLA ELIMINAR
- AST 150
Acetaminofeno 150 Etanol 500
Etanol 200 Fasfare GO0
Fosfatasa alcalina | 200 LDH 150
Fésforo 300 Goics s
Troponina T hs &00
Valproato 500 e =
Factor reumatoide | 300 Insulina 50
Ferritina 500 NSE 40
p . - Ostescaleina 150
Bilirrubina directa | 25
PEPTIDO C 300
Testosterona 600 PTH &0
Cortisol 500 Hierro G600
TG 00 EBilirrubina directa | 75
Vitamina D 600 Acstaminofenc | 430
DHEA-S 560
BCROSS 500
aTSHR 400
Bilirrubina total 800
Colesterol total 700
Colinesterasa 700
Magnesio 800
PIGF 500
sFLT-1 500
Triglicéridos 700

Figura 3. Pruebas de laboratorio interferidas por hemdlisis y
pruebas de laboratorio rechazadas por hemdlisis.
Elaboracién propia

IDENTIFICACION Y MUESTREO DE LOS CASOS

Para la toma de datos, se utiliza como marco muestral a
pacientes de cualquier origen peticionario que han solicitado
una analitica durante el periodo de enero a junio de 2017.

Para el calculo del nimero de casos a evaluar (tamafio de la
muestra) se utilizan las herramientas de exportacion de datos
del laboratorio, usandose la totalidad del marco muestral
para evaluar el cumplimiento de los criterios.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El coordinador del grupo que realiz6 la actividad
(Responsable de Calidad del Laboratorio) plante6 el
problema de calidad a resolver (Mejora de la calidad del
informe de laboratorio actuando sobre las interferencias por
hemodlisis y la no aparicion de los indices séricos). Para ello,
en base a los resultados obtenidos en la evaluacion del nivel
de calidad se pregunté por lo que se podria hacer para
mejorar.
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Se establecieron estrategias de intervencion o lineas de
accion dirigidas a los grupos de profesionales responsables
de los criterios seleccionados.

RESULTADOS

e Andlisis y presentaciéon de los datos de la
evaluacion inicial

El Laboratorio Core 24 Horas procesa cada dia entre 1500 y
2000 muestras de bioquimica, emitiendo un informe por cada
peticién solicitada. Durante el periodo estudiado previo a la
implantacion de las medidas de mejora (1 de enero de 2017
a 30 de junio de 2017), se evaluaron los siguientes
resultados, donde se eliminan los informes que no contienen
hemdlisis o las peticiones que no han sido remitidas. Se
muestran los datos en la Tabla 3.

N° de peticiones

con LH. 0<l.H.>14 | 15<I.H.>799 | 1.H.>800

309398 235339 73944 115

Tabla 3. Evaluacion inicial de los informes. Elaboracion
propia

La evaluacion se realizé en todos los informes emitidos
durante el periodo de estudio gracias a herramientas
informaticas de exportacion de datos, por lo que se conoce
el cumplimiento “real” de los criterios (C), de forma que no es
necesario calcular una estimacién puntual del nivel de
cumplimiento (P) con su respectivo intervalo de confianza
(I.C.). Se muestran los datos obtenidos en la Tabla 4.

Grado de
cumplimiento
muestra real (C)

N° de Tamarfio

Criterio L dela
cumplimientos

1-El informe
analitico con
un indice de
hemolisis
2800 debe ser
anulado

97 115 84,44%

2-Informe
analitico con
parédmetros
interferidos
por hemolisis
(por indices
entre 15y
799) debe
especificar
comentarios
de tal
interferencia.

222 73944 0,28%

Tabla 4. Evaluacion de cumplimiento real de los criterios.
Elaboracién propia

Como vemos el segundo criterio contiene las mayores tasas
de defectos de calidad (incumplimientos), incumpliéndose en
practicamente la totalidad de los informes. Aunque se
abordaron ambos criterios, se priorizaron los esfuerzos en
solucionar este problema de calidad.
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e Intervenciones seleccionadas e implementadas
Diagrama de afinidades

Tras el andlisis de causa y efecto se vieron dos
oportunidades de mejora en las cuales se podia intervenir
directamente, al ser causas modificables evidenciadas
cientificamente con anterioridad cuantificadas. Por ello se
procede a eliminar los indices séricos de los informes
configurando el sistema informatico de laboratorio.

Con respecto a los criterios priorizados, los esfuerzos deben
de ir dirigidos principalmente al criterio 2: “Informes con algun
valor interferido no informado o eliminado”.

Los resultados obtenidos tras la evaluacién descrita del
diagrama de afinidades se observan en la Figura 4.

¢ Qué podemos hacer para mejorar la calidad del informe de laboratorio?

FORMACION DEL PERSONAL .
- Realizar documento y difundirlo donde se recoja como

se debe actuar en caso de hemdlisis y donde se

describan el uso de las reglas automatizadas.

GESTIONAR LOS INFORMES DE MUESTRAS

. HEMOLIZADAS
- Hacer una busqueda bibliografica con los valores de

interferencia por hemdlisis de cada parametro
bioguimico alterado
ELIMINACIONTEMPORAL DELOS INDICES SERICOS _ (cifcar os valores de interferencia segun su
magnitude a la hora de alterar el valor.

- Programar el Sistema Informatico de Laboratorio
(S.1.L.) para que no se emitan al informe los
indices séricos

- Codificar el en S| L. comentarios personalizados
para cada parametro y nivel de interferencia

- Programar reglas automatizadas que ejecuten los
cambios propuestos

Figura 4. Diagrama de afinidades para el disefio de la
intervencion de mejora de calidad en el informe de
laboratorio. Elaboracién propia

Diagrama de Gantt: Para cada accién seleccionada se eligio
un responsable y se registré un cronograma de las tareas a
realizar. El periodo abarcado comprende desde el 15 de
Agosto de 2017 al 31 de Septiembre de 2017 (Tabla 5).

El diagrama de Gantt permite establecer lineas estratégicas
gue tienen como objetivo promover la efectividad del cambio
para mejorar la calidad en el informe de laboratorio.

e Resultados de lareevaluacion

Una vez implementados todos los cambios o intervencién de
mejora, siguiendo el cronograma, se procedi6 a una
reevaluacion del nivel calidad del informe de laboratorio. El
marco temporal el que va de 1 de Octubre 2017 a 30 de
marzo de 2018, se evaluaron los resultados en la Tabla 6.

N° de

peticiones con | O<I.H.>14 | 15<1.H.>799 | I.H.>800
I.H.
309062 234765 74176 121

Tabla 6. Andlisis de calidad del informe del laboratorio.
Elaboracion propia

TAREAS RESPONSABLES

Semanas 1(12(|3]|4]|5]6
1- Busqueda

bibliogréfica

de los valores Residentes

interferidos
por hemdlisis

2-Codificacién
enel S.I.L de Facultativo area
los de informatica -
comentarios

3-Clasificar
valores
hemdlisis por
orden de
magnitud

Facultativo de
Calidad -

4- Programar
reglas
automatizadas

parala Facultativo area
hemdlisis y de informatica -
eliminar
indices
séricos

6-Informar a

los v
. Jefe de seccién
facultativos
S Core 24 horas =
del servicio
del cambio

7-Informar al

resto de -
s f rvici
servicios de Jefe de Servicio -

los cambios

Tabla 5. Diagrama de Gantt para la intervencion de la
mejora de calidad del informe de laboratorio. Elaboracion
propia

Estimacion del grado de cumplimiento de los criterios
reevaluados

La evaluacion se realizd en todos los informes emitidos
durante el periodo de estudio gracias a herramientas
informaticas de exportacion de datos, por lo que se conoce
el cumplimiento “real” de los criterios (C), de forma que no es
necesario calcular una estimacion puntual del nivel de
cumplimiento (P) con su respectivo intervalo de confianza
(1.C)).

Para el andlisis de los defectos se utilizé la totalidad de las
peticiones solicitadas, siendo el volumen total de informes
analizados muy similar en ambas evaluaciones (309062
frente a 309398). Se muestran los resultados en la Tabla 7.
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Grado de
cumplimiento
muestra real (C)

N de Tamarfio

Criterio L dela
cumplimientos

El informe
analitico con
un indice de

hemodlisis
2800 debe ser

anulado

121 121 100%

Informe
analitico con
parametros
interferidos
por hemolisis
(por indices
entre 15y
799) debe
especificar
comentarios
de tal
interferencia.

74176 74176 100%

Tabla 7. Analisis de los defectos. Elaboracién propia

No se encuentra ningln incumplimiento por lo que las reglas
de automatizacion y la difusion del cambio a los facultativos
ha mejorado el nivel de calidad del informe.

Datos comparativos entre ambas evaluaciones

Los datos de la reevaluacion son presentados de forma
numeérica y grafica para conocer el nivel de calidad logrado
tras la intervencién, la mejora conseguida y si ésta ha sido
significativa en relacién a la situacion de partida, la mejora
relativa en cada uno de los criterios medidos y los pasos a
seguir en relacién al problema de calidad evaluado.

12 22 Mejora Mejora
Evaluacion | Evaluacion | absoluta | relativa

(C2-
c1)
/(100-
c1)

CRITERIO C1 (%) c2@) | c2-c1

1-El informe
analitico con
un indice de
hemodlisis
2800 debe
ser anulado

84,44 100 15,56 100%

2-Informe
analitico con
parédmetros
interferidos
por
hemolisis
(por indices 0,28 100 99,72 100%
entre 15y
799) debe
especificar
comentarios
de tal
interferencia

Tabla 8. Andlisis de ambas evaluaciones. Elaboracién
propia
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Se estima la mejora conseguida (absoluta y relativa), siendo
innecesario el calculo del grado de significacion estadistica
de la mejora observada al haber trabajado con todos los
informes evaluados y no una muestra de los mismos?!?. En la
Tabla 8 se exponen los datos del analisis de ambas
evaluaciones.

Tras la reevaluacion, se objetivaron mejoras significativas en
los niveles de cumplimiento de ambos criterios.

En consecuencia, se puede asegurar que la estrategia de
mejora seguida a partir de los defectos de la primera
evaluacion ha funcionado correctamente.
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INTRODUCCION

El cancer de vejiga ocupa el primer lugar entre los
carcinomas urinarios, representando el 50% del total de
estas patologias. Se estima que hay 429.000 nuevos
casos/afio en todo el mundo lo que lo convierte en el 9°
cancer mas comun (Figura 1). En la Union Europea (UE), se
diagnostica a 124.000 personas/afio. En 2030, la incidencia
anual de este tipo de cancer aumentara a 219.000 individuos.

En Espafia, el cancer de vejiga ocupa el quinto lugar entre
los tumores mas frecuentes diagnosticados en 2015, con
21.093 casos. El ratio hombre-mujer en Espafa 4.8:1, es
muy superior al que se da a nivel mundial 3.5:1.

e  Algunos conceptos:

- Un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) es una variacién
en la secuencia de ADN que afecta a una sola base:
adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)
de una secuencia del genoma.

- Un alelo es cada una de las formas alternativas que
puede tener una posicion concreta. Cada par de
alelos se ubica en igual locus o lugar del
cromosoma.

- MAF (Minor Allele Frequency) es la frecuencia del
alelo menos comin en un determinado locus,
dentro de una poblacion.

- Variantes raras son aquellas que tienen la
frecuencia del alelo menor (MAF) por debajo de
0.01-0.05. Podrian desempefiar un papel
importante en la etiologia de los rasgos complejos y

Incidence Cumulative risk

Both sexes

Bladder cancer

- 0 ey
B 05510 4
mm 033055

020033 L

<020

No Data

Source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 1. Incidencia global de cancer de vejiga. Tomado de:
Globocan 2012 (IARC)

explicar la heredabilidad faltante, sin explicacion por
variantes comunes.

El estudio de las variantes raras en cancer de vejiga se
debe a que:

1) Se ha descrito la agregacion familiar, aunque no
se identifico un alelo/gen de alta penetrancia.

2) Los estudios de asociacion de todo el genoma
(GWAS) han explorado la susceptibilidad genética
al cancer de vejiga y han identificado 24 loci
distribuidos en 19 regiones de 14 cromosomas.

3) Sin embargo, dado que cada variante confiere
muy poco riesgo individualmente, el % del riesgo
familiar explicado por las variantes de GWAS es del
12%.

4) Las matrices de genotipado no capturan la
variacion genética debido a variantes raras.

Principales factores de riesgo (Tabla 1):

Ambientales )
Genéticos

Ser pariente en primer
grado de un paciente
diagnosticado de
cancer de vejiga [x2]

Tabaco: [50%]

Exposicion
Ocupacional (aminas Acetilador lento de la
aromaéticas, N-acetiltransferasa 2

hidrocarburos (NAT2)
policiclicos) [20%]

Mutacién en la
Dieta Glutation S-transferasa
mu 1 (GSTM1)

Contaminacion

Tabla 1. Factores de riesgo en cancer de vejiga.
Elaboracién propia
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Muchos estudios han determinado que fumar es el
principal factor de riesgo para desarrollar cancer de
vejiga, con una fraccion atribuible de
aproximadamente el 50% de los casos, ya que
existe una relacién directa entre el desarrollo de
cancer de vejiga y el contenido de aminas
aromaticas tales como B-naftilamina y los
hidrocarburos aromaticos policiclicos del tabaco.

La exposicion ocupacional a estas aminas e
hidrocarburos aromaticos policiclicos es otro de los
factores de riesgo mas importantes para el
desarrollo de céancer de vejiga con hasta una
fraccion del 20% de los casos asociado con la
exposicion a estos componentes en areas
industriales. Ademas, hay otros factores menos
determinantes como la dieta y la contaminacion
ambiental.

En cuanto a los factores genéticos, se ha
encontrado que el riesgo de cancer de vejiga es dos
veces mayor en familiares de primer grado de
pacientes previamente diagnosticados.

Los factores genéticos mas relevantes en términos
de conferir riesgo son los acetiladores lentos N-
acetiltransferasa 2 (NAT2) y los genotipos glutation
S-transferasa mu 1 (GSTM1), factores de riesgo
bien establecidos para cancer de vejiga. Estas
variantes confieren susceptibilidad individual a
carcinégenos  exogenos, principalmente  los
presentes en el tabaco, ya que ambas enzimas
participan en la desintoxicacion de dichos
carcinégenos.

OBJETIVO

Explorar y comparar métodos de analisis de SNPs para
evaluar la contribucion de las variantes raras a la
susceptibilidad genética de padecer cancer de vejiga.

Algunos objetivos especificos son:

1) Identificar los métodos estadisticos actualmente
disponibles para el analisis de asociacion de variantes raras
con riesgo.

2) Implementar estos métodos en datos reales (datos de
secuenciacion de exoma) para identificar variantes raras
funcionales asociadas con cancer de vejiga.

MATERIAL Y METODOS
e  Estudio Epicuro

Los datos se obtuvieron del estudio SBC/EPICURO,
un estudio retrospectivo de casos (1355) y controles
(1270) realizado en 18 hospitales en cinco areas
espafiolas (Asturias, é&rea metropolitana de
Barcelona, Vallés, Alicante y Tenerife) durante los
afos 1998 a 2001.

Los criterios de inclusion para los casos fueron:

- Edad entre 21-80 afios.
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- Diagnéstico actual de carcinoma de células de la
vejiga urinaria, confirmado histolégicamente, vy
clasificado como tal por el sistema de 1998 de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Sociedad Internacional de Patologia Urologica

Los controles fueron pacientes ingresados en los
hospitales participantes por otras patologias, cuyo
diagnostico no estaba relacionado con los factores
de riesgo conocidos de céancer de vejiga. Los
controles se compararon con un caso para la edad
(en categorias de 5 afios), sexo, etnia y region.

Se solicitaron muestras de sangre para la
extraccion de ADN y se recopilé informacion sobre
factores de riesgo (habito de fumar, antecedentes
de cancer, antecedentes familiares de cancer y
exposicion ambiental) mediante  entrevistas
personales realizadas por monitores capacitados.

Los sujetos también fueron categorizados de
acuerdo con su habito tabaquico en:

- Nunca fumadores.
- Fumadores de menos de 100 cigarrillos en su vida.
- Fumadores ocasionales.

- Fumador de al menos un cigarrillo por dia durante
menos de 6 meses.

- Exfumadores si hubieran fumado regularmente,
pero hubieran dejado de fumar mas de un afio antes
de la fecha de inclusion del estudio.

- Fumadores actuales, si hubieran fumado
regularmente dentro del afio posterior a la fecha de
inclusion.

De todos los pacientes se seleccionaron aquellos
con fenotipo extremo, para acentuar el componente
genético en cancer de vejiga, y asumiendo que las
variantes raras eran enriquecidas entre estos casos.

Para los casos se seleccionaron aquellos pacientes
<50 afios, sin historia familiar de céncer y no
fumadores, que aun asi presentaban la
enfermedad, mientras que para los controles se
seleccionaron a aquellos pacientes que a pesar de
ser > 70 afios, con historia familiar de cancer y
siendo fumadores empedernidos (mas de 21
cigarrillos/dia) no desarrollaban cancer de vejiga.

Con estos criterios 104 pacientes (68 casos y 36
controles) se utilizaron en el andlisis.

e  Workflow (Figura 2)

Las muestras de ADN se secuenciaron utilizando el
kit de enriquecimiento lllumina TruSeq Exome en la
Universidad de Uppsala (Suecia). Las lecturas se
alinearon con la secuencia de referencia humana
(hg19) utilizando la herramienta Burrows-Wheeler
Aligner (BWAZ2) y los archivos resultantes del mapa
de alineacion binaria (BAM) se utilizaron para
denominar variantes de nucleétido Unico (SNV) en
todas las muestras. Los archivos VCF generados se
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procesaron luego en el Grupo de Epidemiologia cuando son multiples las variantes en el grupo
Genética y Molecular (GMEG) del Centro Nacional asociadas con una enfermedad o rasgo dados.
de Investigaciones Oncolégicas (CNIO) de Espafia. Las pruebas de agregacion implican dos pasos:
El procedimiento de control de calidad se aplico primero, identificar todas las variantes raras dentro
tanto a nivel de muestra como a nivel de SNP para de una secuencia 0 regién (por ejemplo gen, region
garantizar la calidad de los genotipos de SNP. reguladora...) y luego probar los efectos
Aquellos con mala calidad (SNP con profundidad de acumulativos de variantes raras en regiones
lectura <10 y aquellos que no pasaron las pruebas genéticas o conjuntos de SNP, como los genes.
?elt cat1lldad d;e secuenm.a set conS|dt(.eI'raror; como En los Ultimos afios se han propuesto numerosas
atant es‘_' é’ uegoh Se_ 'mdpL: aroh l: ||§ar; ? uga pruebas de marcador multiple basadas en regiones
zs rg eg!a Ie pre-p (;elsmg T conjun”\c/JlPSTélzos ,e 0 genes (Tabla 2). Los mas cominmente utilizados
S?—iillg(l)zlgp emelngM?Egn (e:Nr(w)arcli) . (aci mas son: las pruebas de carga (Burden Test), la prueba

o, ep € ( )- La 'mP” amonee de asociacién kernel de secuencias (Sequence
realiz6 combinando las muestras con informacién - .
de WES | 1o de individ incluid | Kernel Association Test) y las pruebas combinadas,
€ di S?g fErl(iISCOUReOm vl fuos inclul OS_ e:I € gue incluye SKAT-O (Sequence Kernel Association
estudio . _ que fueron genotipados Test-Optimized)
con la matriz 1M lllumina.
Finalmente se obtuvieron 93.867 SNPs o variantes
raras (MAF <0.01) con buena calidad de imputacion
(info>0.3), que representan el 48.54% del namero
inicial de SNP. Estas se seleccionaron para los
andlisis de asociacion basados en genes.
1 2 3 4 5 6
] Sample/SNP level: 101110 + MAF<0.01
e * Mrdao * Polymorphic
* Bgbo.os5 000001 ) ]
a9 * Good imputation
o * Msb3o 17?7?00 quality (info>0.3)
* Tdbo.os Shapeita + Imputez
TrueSeq Exome Samtools Samtools Autosomal variants
Coverage:36X-120X
879,643
192,457 SNPs 1 1 SNPs 867 SNPs
autosomal 92,457 93,39 93,0067
variants
e e (11 Ll
cnag cnag Cnio Cnio cnio

Figura 2. Workflow realizado para la obtencién de variantes raras. Elaboracion propia

Métodos Estadisticos

El enfoque més popular en GWAS es probar cada
SNP individualmente y luego priorizar aquellos que
cumplen con un nivel de significancia estricto (p
<0.05) después de ajustar para multiples pruebas.
Sin embargo, el andlisis individual de SNP en
estudios variados raros tiene poco poder debido al
MAF extremadamente bajo o a variantes poco
frecuentes. En lugar de probar cada variante
individualmente, recientemente se han desarrollado
nuevos métodos estadisticos que comprenden
pruebas de agregacion. Evaltan los efectos
acumulativos de multiples variantes genéticas en un
gen o regién de interés, aumentando la potencia

Descripcion Ventaja Desventajas
Pierde poder
en presencia

Aumenta su poder de variantes

Colapsa las estadistico cuando que

variantes una gran proporciéon aumenten o
Burden raras en de variantes son disminuyan
scores causales y los efectos el rasgo, o
genéticos van en la misma con un
direccion pequefio %
de variantes
causales
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Es menos
) oderoso
Tiene un gran poder P
e que Burden
estadistico en
. test cuando
presencia de .
Testea la ) la mayoria
. variantes que
varianza de . de las
SKAT aumenten 0 .
los efectos N variantes
o, disminuyan el rasgo,
genéticos ; son causales
o cuando existe una
o L y los efectos
pequefia fraccion de
. van en la
variantes causales .
misma
direccion
Es mas robusto
Puede tener
respecto al
porcentaje de < poder
Es una ) ! estadistico
L variantes causales
SKAT-O combinacion asi como en que burden
de burden resencia de 0 SKAT si el
con SKAT P ; nivel de
variantes que L
o computacion
aumenten/disminuyan
es extenso
los rasgos

~logw(p)

Tabla 2. Caracteristicas de los distintos métodos
estadisticos. Elaboracién propia

Burden test (184 significant genes at FDR < 0.05)

~logio(p)

Chromosome

logiu(o)

e Implementacion

Para la implementacion de las pruebas estadisticas
seleccionadas elegimos el paquete de software
"SegMeta”, un paquete R para meta-analisis de
pruebas basadas en regiones como SKAT, SKAT-
O y prueba de carga (burden test) en el estudio de
variantes raras.

El paquete puede acomodar resultados binarios
para individuos no relacionados (casos/controles),
COMO es nuestro caso, y proporciona funciones para
andlisis condicionales.

Para implementar cada prueba necesitabamos 2 pasos:

1) calcular estadisticos de resumen para cada
estudio de secuenciacion.

2) combinar las estadisticas de resumen para
realizar pruebas de asociacion de nivel de gen.

SKAT (169 significant genes at FDR < 0.05)

10 1

12 13 14 16 18

Chromosome

Figura 3. Diagrama de Manhattan para los distintos test
estadisticos. Elaboracién propia
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RESULTADOS
e Genes

Una vez que se obtuvieron los valores p después de la
aplicacion de los diferentes métodos estadisticos, fue
necesario aplicar una correccion de pruebas multiples.

Se eligié el procedimiento Benjamini-Hochberg (B-H)
para evitar errores de tipo | (falsos positivos).

Solo aquellos genes con un valor de p ajustado <0.05
fueron priorizados para analisis adicionales.

Se obtuvieron:
o 184 genes por burden test.
o 169 genes por SKAT.
o 197 genes por SKAT-O.

En las parcelas de GWAS Manhattan (Figura 3), las
coordenadas gendmicas (cromosomas del 1 al 22) se
muestran a lo largo del eje X, con el logaritmo negativo de la
asociacion p-value para cada SNP en el eje Y, lo que significa
gue cada punto en el Manhattan la trama significa un SNP.
Debido a que las asociaciones mas fuertes tienen los valores
p mas pequefios (por ejemplo, 10°%), sus logaritmos
negativos seran los mas grandes (por ejemplo, 8).

Debido a que se desconoce el verdadero modelo de
enfermedad, decidimos priorizar aquellos genes que fueran
significativos con los tres métodos. Para hacerlo, se utilizo el
paquete VennDiagram de R (Figura 4).

Se obtuvo una buena superposicién entre los resultados de
las tres pruebas, con 119 genes identificados por los tres
métodos.

SKAT y SKAT-O mostraron una superposicion muy buena
(solo SKAT-O detectd 4 genes y no se detectaron con SKAT-
O, pero no con SKAT). Por otro lado, Burden y SKAT
mostraron la peor superposicién, ya que la prueba Burden
identificé 41 genes que no fueron identificados por SKAT-O.
La prueba de carga fue el método que identifico la mayor
cantidad de genes que no fueron identificados por los dos
métodos restantes (39 genes).

Burden SI

Figura 4. Diagrama de Venn para los tres métodos.
Elaboracion propia.

Doce genes de los 119 priorizados en el andlisis de
asociacion de variantes raras se asociaron previamente con
otras neoplasias segun Disgenet, listados en la Tabla 3.

Gen Enfermedad
PMVK Neoplasias malignas de piel
HOXD9 Neoplasias colorrectales, adenocarcinoma

mucinoso, neoplasia de ovario

ANXA3 Neoplasias prostaticas, neoplasias de
ovario, neoplasias de estbmago

HOXA2 Neoplasias mamarias

PAK1 Carcinoma de células renales

MFGES8 Neoplasias mamarias, neoplasias
hepaticas

IL32 Neoplasias de colon, sindrome de Sézary,
neoplasias de rifibn, neoplasias de
estomago

BCL7C Ependimoma

PLAUR Neoplasias  metastasicas,  neoplasias
prostéaticas

ERCC1 Carcinoma de pulmén de células no

pequefias, neoplasias de estémago,
metastasis, melanoma, neoplasias
testiculares, neoplasias cervicales uterinas,
neoplasias de células germinales y
embrionarias

Tabla 3. Genes encontrados en neoplasia vesical.
Elaboracién propia

Curiosamente, dos de ellos LIG1 y ERCC1 se asociaron
previamente con neoplasias de vejiga. Ademas, genes como
ANXA3 o PLAUR, se asociaron previamente con cancer de
prostata, y otros como PAK1 o IL32 se relacionaron con
carcinomas renales y de células de rifién, respectivamente.

e Rutas metabdlicas

Se realizé una busqueda en KEGG para conocer las
rutas metabdlicas en las que estaban implicados los
genes encontrados y se vio que las mas interesantes
eran:

o "Reparacion de escision de nucleétidos”, que
tiene otros genes de susceptibilidad a cancer
de vejiga como XPC y XPD, encontrado
previamente en un analisis de asociacion
(Figura 5).

o "Regulacion del citoesqueleto de actina", que
tiene otros genes de susceptibilidad a cancer
de vejiga como FGFR3, que se encuentran
previamente en GWAS.
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o "Estrecha unién" que tiene 3 posibles genes de
susceptibilidad encontrado en nuestro analisis.
En particular, el gen Claudin6é se encuentra
expresado en varias células tumorales, y la
metilacién de este gen puede estar implicada
en génesis tumoral esofagica.

DISCUSION

e SoOlo doce genes se asociaron previamente con
cualquier neoplasia y, por lo tanto, la mayoria de los
genes  significativos son nuevos genes de
susceptibilidad para cancer de vejiga. Sin embargo, dos
genes identificados en este enfoque (LIG1y ERCC1 en
la via de "escisiébn de nuclettidos”) se informaron
previamente como asociados con céncer de vejiga, lo
gue respalda estos resultados.

e Ofra via interesante ("Regulacién del citoesqueleto de
actina") tiene tres nuevos genes de susceptibilidad
cancer de vejiga identificados en este estudio ademas
del ya conocido gen de susceptibilidad para cancer de
vejiga FGFR3. Estos resultados agregan evidencia a la
participacion de estas dos vias a través de variantes
comunes y raras en el desarrollo de cancer de vejiga.

e Otra via novedosa e interesante que se identifica aqui
es "Unién cerrada”, con tres genes significativos. Entre
ellos, el gen Claudin6 es el mas relevante, ya que su
metilacién se ha asociado con génesis

CONCLUSIONES

1) Hay una buena concordancia entre los tres métodos
estadisticos utilizados segun su p-value.

2) La gran cantidad de genes seleccionados por los tres
métodos (119) sugiere que las variantes de codificacion
heredadas en muchos genes contribuyen a la susceptibilidad
genética del cancer de vejiga.

3) Las variantes raras asociadas con la susceptibilidad al
cancer de vejiga se encuentran tanto en las vias ya
identificadas a través de GWAS como en nuevas vias.

4) Es necesario contrastar estos resultados validandolos en
una poblacién independiente y mas grande, a través de una
estrategia de secuenciacion dirigida ya que no hay estudios
publicados que investiguen el papel de las variantes raras en
la susceptibilidad genética para cancer de vejiga.
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NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR
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Figura 5. Via metabdlica de escision de nucleétido. Elaboracion propia
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INTRODUCCION

El Cancer Colorrectal (CCR) es uno de los tipos de cancer
mas frecuentes y que mas muertes provoca mundialmente:
su incidencia es el 10.2% del total para ambos sexos y su
mortalidad el 9,2% del total para ambos sexos’. Segun el
modelo clasico de carcinogénesis colorrectal los
adenocarcinomas colorrectales malignos son precedidos por
polipos adenomatosos coldnicos?3. De este modo, la
extirpacion profilactica de polipos —polipectomia- se ha
demostrado como una manera eficiente de prevenir las
muertes por cancer colorrectal®.

Aunque la mayoria de los casos de CCR son esporadicos, se
estima que en torno al 5% del total es debido los llamados
Sindromes de Cancer Hereditario®®, donde los pacientes son
portadores de variantes en la linea germinal en ciertos genes
de susceptibilidad al cancer, presentando un mayor riesgo en
la aparicion de tumores®. Entre estos destacan los sindromes
de poliposis adenomatosas (PA), que se caracterizan por
una alta predisposicion al desarrollo de miltiples poélipos
adenomatosos a lo largo de todo el colon y el recto, y por lo
tanto a una mayor susceptibilidad a la aparicion de CCR,
debidas principalmente a variantes en los genes APC y
MUTYH?. Otros sindromes de predisposicion al CCR menos
frecuentes, son aquellos caracterizados por la presencia de
pélipos hamartomatosos entre otras manifestaciones,
causados por variantes en los genes SMAD4, BMPRI1A,
STK11 o PTEN. Ademés, en los Ultimos afios se han
identificados varios nuevos genes implicados en PA y/o CCR
como son por ejemplo POLE, POLD1, NTHL1 o MSH367,

TIPO DE POLIPOSIS ADENOMATOSAS

El nimero de pdlipos adenomatosos detectados mediante
colonoscopia en el intestino grueso se ha usado
clasicamente para estratificar las poliposis adenomatosas.
De este modo se habla de poliposis adenomatosa familiar
(PAF) (OMIM #175100) en su forma clasica, con mas de 100
poélipos adenomatosos, y de poliposis adenomatosa familiar
atenuada (PAFA), por debajo de 100 adenomas. Estos dos
fenotipos, aunque suponen un continuo gradual, tienen
asociados ciertas diferencias en relacién con el inicio de la
poliposis (en la segunda-tercera década de la vida en PAF
vs. posterior en PAFA), localizacién principal en el colon (lado
izquierdo mas frecuente en PAF vs. lado derecho mas
frecuente en PAFA), y riesgo de CCR durante la vida (100%
en PAF vs. hasta 70% en PAFA)8.

La mayoria de las PAFs clasicas se explican por variantes
deletéreas heterocigotas en la linea germinal en el gen APC
(OMIM *611731), especialmente en la region MCR (mutation
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cluster region)®. El patron de herencia de la PAF es
autos6mico dominante, si bien se sabe que existe un
porcentaje que puede llegar hasta el 25% de casos de novo,
sin antecedentes familiares de poliposis!?. Ademas, pueden
observarse manifestaciones extracolénicas, como pélipos
del tracto gastrointestinal superior, tumores desmoides,
osteomas, tumores tiroideos, cerebrales o hepatoblastoma
entre otros®. La asociacién de PAF con estas tumoraciones
extracolonicas constituye el sindrome de Gardner, descrito
en 195211,

La PAFA también estd provocada por variantes deletéreas
en el gen APC, aunqgue estas suelen estar localizadas fuera
de la region MCR. Tal y como se comentaba mas arriba el
fenotipo polipésico es menor y tampoco son comunes las
manifestaciones extracolénicas. Del mismo modo presenta
herencia autosémica dominante.

Dentro de las PAFA destaca la poliposis asociada a MUTYH
(PAM) (OMIM #608456), de herencia autosémica recesiva,
causada por variantes bialélicas en el gen reparador MUTYH
(OMIM *604933). En este gen existen dos variantes
patogénicas con una frecuencia significativa en la poblacion
general: MUTYH ¢.536A>G (p.Tyrl79Cys) (dbSNP:
rs34612342; ExXAC MAF: 0.001623) y MUTYH c.1187G>A
(p.Gly396Asp) (dbSNP: rs36053993; EXAC MAF: 0.002798).
Ademas, en nuestro contexto geografico, destacarian
variantes adscritas a poblaciones europeas (c.1147delC,
p.Ala385Profs*23), mediterraneas (c.1437_1439del,
p.Glu480del) 0 ibéricas (c.1227_1228dup,
p.Glu410Glyfs*43).

Otros subtipos de poliposis adenomatosa serian: la Poliposis
asociada a la actividad correctora de errores de las
polimerasas (PPAP, Polymerase proof-reading associated
polyposis), autosémica dominante, debida a variantes en los
genes POLE (OMIM *174762) y POLD1 (OMIM * 174761)*?;
la Poliposis adenomatosa asociada al gen MSH3 (OMIM
*600887), autosémica recesiva (OMIM #617100)'3; la
Poliposis adenomatosa asociada al gen NTHL1 (OMIM
*602656), autosémica recesiva (OMIM #616415)4.

La identificacion de variantes en linea germinal en un
paciente afecto de poliposis adenomatosa, especialmente
para en los genes APC y MUTYH, permite, no solo la
confirmacion diagnéstica y la adopcion de medidas
preventivas y profilacticas ajustadas, sino también la
identificacion de familiares presintoméaticos.

Existen diferentes guias clinicas sobre el diagndstico y
manejo de las poliposis adenomatosas, que han ido siendo
actualizadas de acuerdo a las mejoras en las técnicas
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Figura 1. Clasificacion de sindromes de poliposis. Adaptado de Lorans M, 2018

endoscopicas, los nuevos genes relacionados con el fenotipo
y las nuevas técnicas de secuenciacion.

CRITERIOS CLINICOS Y ALGORITMOS DIAGNOSTICOS
DE POLIPOSIS ADENOMATOSAS

Segun la guia clinica de la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM) para cancer colorrectal hereditario'®, en
pacientes con mas de 100 pélipos adenomatosos debe
realizarse el estudio completo del gen APC. Si no se
encuentra ninguna variante patogénica, se debe analizar el
gen MUTYH. Por otro lado, si en la familia se observa un
patrén de herencia autosomico dominante, el gen APC debe
analizarse antes, mientras que si se observa un patrén
autosomico recesivo debe analizarse en primer lugar el gen
MUTYH. Los genes POLE y POLD1 pueden analizarse si no
se encuentran variantes en los genes APC y MUTYH. Por
otro lado, la guia clinica de 2020 de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)'6, una alianza de
27 importantes centros oncolégicos de Estados Unidos, nos
especifica mas ampliamente que criterios clinicos debe
cumplir, al menos uno, un paciente para realizar un estudio
de poliposis:

- Historia personal de 20 o mas pélipos adenomatosos.

- Hipertrofia congénita bilateral del epitelio pigmentario de
la retina.

- Considerar estudio si tiene historia personal de entre 10-
20 pdlipos, hepatoblastoma, tumor desmoide, hipertrofia
congénita unilateral del epitelio pigmentario de la retina,
variante cribiforme-morular de cancer papilar de tiroides
o criterios de poliposis serrada con algun pdlipo
adenomatoso.

El algoritmo diagnéstico que propone la NCCN depende de
si existe una variante patogénica familiar o no. En caso de

existir, se realiza el analisis genético de esa variante. Si por
alguna razén no se puede realizar, el paciente se debe
manejar como si hubiera resultado positivo. Si la variante no
existe, se recomienda realizar el andlisis genético con un
panel multigen (APC, MUTYH, POLD1, POLE, GREML1,
AXIN2, BMPR1A, SMAD4, NTHL1, MSH3, PTEN, STK11,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y EPCAM).

MANEJO DEL PACIENTE DIAGNOSTICADO DE FAP

En cuanto al manejo, para pacientes diagnosticados de FAP
la SEOM recomienda la cirugia como medida preventiva
debido a que el riesgo de desarrollar cancer a los 50 afios es
del 100%. Las opciones son una colectomia abdominal total
con anastomosis ileorrectal (TAC/IRA) o una
proctocolectomia con anastomosis anal con reservorio
(TPC/IPAA). La NCCN afiade la opcion de proctocolectomia
total e ileostomia terminal (TPC/EI) cuando no sea posible la
IPAA.

Para la vigilancia de pacientes diagnosticados de FAP que
todavia no han sido sometidos a cirugia la SEOM
recomienda, si el andlisis genético resulta no informativo, una
sigmoidoscopia flexible cada 2 afios desde los 10-15 hasta
los 40 afios de edad, una cada 3-5 afios hasta los 50 y a
partir de esa edad con menos frecuencia. Si en alguna de
estas sigmoidoscopias se detectan nuevos polipos, se debe
realizar una colonoscopia. Si el andlisis genético es
informativo, se debe realizar una sigmoidoscopia flexible
cada dos afos desde los 10-15 afios y una vez que se
detecten nuevos pdlipos adenomatosos se debe realizar una
colonoscopia anual hasta que el paciente vaya a cirugia. La
guia clinica de la European Society of Gastrointestinal
Endoscopy (ESGE)Y recomienda comenzar la vigilancia
desde los 12-14 afios con una periodicidad de 1-2 afios
dependiendo de la gravedad de la poliposis.
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Clasica Atenuada
(>100 pdlipos (10-100 pdlipos
adenomatosos) adenomatosos)
Gen APC Herencia gutosomlca Herencia aujcosomma
dominante recesiva
) Gen APC Gen MUTYH
Sino se encuentra . .
variante: Sino se encuentra Sino se encuentra
variante: variante:
gen MUTYH
Gen MUTYH Gen APC

Si no se encuentran variantes, debe ser evaluado el estudio de los genes POLE y POLD1

Figura 2. Algoritmo diagndstico de poliposis adenomatosas segun los criterios de la SEOM.
Adaptado de: Guillén-Ponce C, 2015

Tras la cirugia en pacientes sometidos a TAC/IRA la SEOM
y la NCCN recomiendan realizar una proctoscopia cada 6-12
meses y en pacientes sometidos a TPC/IPAA la SEOM
recomienda realizar una ileoscopia cada 1-3 afios, mientras
gue la NCCN recomienda que sea anual o incluso cada 6
meses dependiendo de las caracteristicas de los poélipos
encontrados en revisiones anteriores. La ESGE recomienda
una vigilancia cada 1-2 afios dependiendo de la gravedad y
recomienda la polipectomia endoscépica de todo pdlipo
mayor de 5mm de diametro y todo pdlipo rectal.

Las recomendaciones respecto a la vigilancia colénica y
extracolonica de pacientes diagnosticados de FAP, se
resumen en la Tabla 1.

MANEJO DEL PACIENTE DIAGNOSTICADO DE PAFA

Respecto a la PAFA, la SEOM indica que el diagnéstico
antes de los 20 afios es extremadamente inusual y
recomienda una colonoscopia cada dos afios desde los 18-
20 afos. La NCCN recomienda una colonoscopia cada 1-2
afios con polipectomia de los pdlipos que sean manejables
por endoscopia. Al contrario que en la FAP, la cirugia no
suele ser necesaria en pacientes diagnosticados de FAPA.
Sin embargo, la NCCN aclara que, si los pélipos no son
manejables endoscépicamente, se recomienda una TAC/IRA
en la mayoria de los casos y una TPC/IPAA si hay una
poliposis rectal importante.

MANEJO DEL PACIENTE DIAGNOSTICADO DE PAM

Respecto a pacientes diagnosticados de PAM, la SEOM nos
indica que los polipos sospechosos detectados en las
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colonoscopias deben ser extirpados hasta que, debido a su
tamafio y densidad, no puedan ser manejados solo con
polipectomia (la ESGE especifica que debe ser extirpado
todo polipo mayor de 5 mm de didmetro). Entonces se
procedera a la cirugia que consistiria en una colectomia
parcial o proctocolectomia.

Para la vigilancia, la SEOM recomienda pancolonoscopia
desde los 18-20 afios y endoscopia alta a partir de los 25-30
afos, sin especificar su periodicidad, la ESGE recomienda
iniciar la vigilancia desde los 18 afios con una periodicidad
de 1-2 afios y la NCCN también recomienda una periodicidad
de la vigilancia de 1-2 afios a partir de los 25-30 afios y tras
cirugia una proctoscopia cada 6-12 meses y una endoscopia
alta desde los 30-35 afios.

Por (dltimo, la SEOM vy la ESGE no proporcionan
especificaciones para la vigilancia de portadores
heterocigotos de una variante patogénica en el gen MUTYH.
La NCCN especifica que, para probandos portadores
heterocigotos no aquejados de cancer colorrectal pero con
un pariente en primer grado diagnosticado de cancer
colorrectal, se recomienda una colonoscopia cada 5 afios a
partir de los 40 afios de edad o 10 afios antes de la edad de
diagndstico de cancer colorrectal de su pariente.

MANEJO DEL PACIENTE DIAGNOSTICADO DE PPAP

La NCCN recomienda, para pacientes con variantes
patogénicas en POLE y POLD1, colonoscopia desde los 20-
25 afios de edad con una periodicidad de 2-3 afios si resultan
negativas y cada 1-2 afios si se encuentran polipos,
considerando la cirugia cuando no puedan ser manejados
solo con polipectomia.
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los 50 afios es del 100%

Vigilancia Riesgo Recomendaciones de la SEOM Recomendaciones de la NCCN
Sigmoidoscopia flexible cada 2 afios
) . desde los 10-15 hasta los 40 afios de Colonoscopia (preferentemente) o
Colon El riesgo de desarrollar cancer a

edad, una cada 3-5 afios hasta los 50
y a partir de esa edad con menos
frecuencia.

sigmoidoscopia flexible cada afio
desde los 10-15 afios de edad.

Tracto gastro-
intestinal
superior

Se detectan pélipos en el
duodeno en un 50-90% de los
pacientes. El riesgo de desarrollar
cancer de duodeno se mide en
funcioén de la clasificacion de
Spigelman (5 estadios
dependiendo del nimero, tamafio,
histologia y estadio de displasia
de los pdlipos) siendo de un 5%
para los estadios O-1l y
elevandose a un 36% para los
estadios llI-1V.

Las recomendaciones varian segun el
estadio de Spigelman (desde
duodenoscopia cada 5 afios para los
0-1 hasta cirugia para estadio 1V).

Duodenoscopia desde los 20-25 afios.
Considerar empezar antes si presenta
historia familiar de cancer de duodeno.

Tumores
desmoides

Aproximadamente un 10-15% de
los pacientes portadores de
variantes patogénicas
desarrollaran un tumor desmoide,
usualmente intraabdominal.

La tomografia computarizada y la
resonancia magnética son utiles
cuando se sospecha de la presencia
de un tumor desmoide. El tratamiento
consiste en antiinflamatorios no
esteroideos vs sulindaco con
tamoxifeno. Tras progresion, se puede
emplear quimioterapia. La cirugia solo
se reserva para complicaciones
abdominales.

Realizar tomografia computarizada o
resonancia magnética cuando se
sospecha de la presencia de un tumor
desmoide. Si existen antecedentes
personales de tumores desmoides,
realizar revisiones con una frecuencia
minima anual.

Tiroides

Los pacientes con PAF tienen un
riesgo de desarrollar cancer de
tiroides del 2-6% con una
prevalencia en mujeres del 95%.
El pico de incidencia se sitia en la

tercera década.

Examen fisico y ecografia de tiroides
anual desde los 15 afos.

Ecografia desde la adolescencia
tardia cada 2-5 afios si es normal. Si
es anormal, derivar a especialista.
Considerar aumentar la frecuencia si
el paciente presenta historia familiar
de cancer de tiroides.

Hepatoblastoma

El riesgo de hepatoblastoma en
pacientes con PAF es 750-7500
veces mayor que el de la
poblacién general, sin embargo, el
riesgo absoluto se sitla en tan
solo un 2%. La mayoria suelen
aparecer antes de los 3 afios de
edad.

Ecografias abdominales y niveles de
alfafetoproteina cada 2-3 meses hasta
los 5 afios de vida. Quimioprevencién.
Los antiinflamatorios no esteroideos
reducen la incidencia y recurrencia de
los hepatoblastomas.

Examen fisico, ecografia abdominal y
determinacion de niveles de
alfafetoproteina cada 3-6 meses hasta

los 5 afios de vida.

Cancer gastrico

La mayoria de los pacientes con
FAP presentan pdlipos en las
glandulas fandicas. También

pueden presentar una displasia

focal de bajo grado que no suele

No se pronuncia.

En pacientes con lesiones de alto
riesgo que no pueden ser extirpadas
endoscépicamente debe considerarse
una gastrectomia.

progresar.
Tumores del .
. ) No existe un alto grado de . .
sistema nervioso ) . No se pronuncia. Examen fisico anual.
evidencia.
central
. . Screening individualizado segun
Cancer de No existe un alto grado de . L 9 . ]} 9
. . . No se pronuncia. historia familiar de cancer de
pancreas evidencia.

pancreas.

Tablal. Recomendaciones de la SEOM y de la NCCN respecto a la vigilancia de pacientes con FAP. Adaptado de: Guillén-
Ponce C, 2015 y Gupta S, 2020
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CASOS CLINICOS
Caso 1l

Nifio de 13 afios que consulta por cansancio, intolerancia al
ejercicio fisico desde los 9 afios y dolor en ambos gemelos a
los 5 minutos de empezar a caminar, correr y/o subir
escaleras. Esta sintomatologia asocia sensacién disneica,
palidez cutanea, sudoracién profusa y vomitos. No ha
presentado hipoglucemias ni sincopes. Sin antecedentes
familiares conocidos.

Los valores de CK sérica fueron normales a excepcion de
una determinacion aislada de 978 UI/L. Se realizé una
prueba funcional de ejercicio muscular en condiciones de
isquemia obteniendo muestras de venopuncién antes y
después de realizar el ejercicio (a los 0 min, 1 min, 2 min, 5
miny 10 min) para determinar los valores de glucosa, lactato,
amonio y CK, encontrandose valores elevados de lactato que
oscilaron entre 3,72 y 5,51 mmol/L (valor de referencia <2,0
mmol/L) y valores de amonio dentro del intervalo normal de
referencia. La valoracién cardiolégica no mostré ninguna
alteracion.

Los hallazgos de la biopsia muscular de cuadriceps fueron
compatibles con miopatia mitocondrial. Los estudios
histoquimicos  detectaron  signos de  proliferacién
mitocondrial, tales como fibras rojo rasgadas (RRF) y leves
refuerzos subsarcolémicos, ademas de la presencia de fibras
citocromo c oxidasa (COX) negativas. La actividad de la
miofosforilasa fue normal.

Las actividades enzimaticas de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM) en homogenado de tejido
muscular revelaron un déficit combinado de los complejos |,
lll'y IV. Ademas se observé un aumento de la actividad de
matriz mitocondrial, citrato sintasa, lo que indica signos de
proliferacion mitocondrial.

Mitochondri(ﬁ&/

N o o
=D

Cellular aEk

pathways

NADH

Succinate

NAD* + H*
Fumarate

Caso 2

Mujer de 27 afios que presenta intolerancia al ejercicio desde
los primeros minutos de esfuerzo. Antecedentes personales
de deficiencia de carnitina por metabolopatia congénita en
tratamiento. Sin antecedentes familiares conocidos.

Los resultados de la biopsia de musculo deltoides derecho
fueron compatibles con una miopatia mitocondrial, con
presencia de numerosas fibras COX negativas y RRF, y
predominio de fibras tipo | (oxidativas). La actividad
miofosforilasa fue normal.

El analisis enzimatico mediante espectrofotometria UV-vis de
los complejos de la CRM en homogenado de tejido muscular
mostré un déficit combinado de los complejos I, Il y IV; y una
elevacion de la actividad de citrato sintasa.

INTRODUCCION
e La mitocondria

La mitocondria es un organulo intracelular encargado de
producir la energia en forma de ATP necesaria para la
actividad celular, proceso que se lleva a cabo a través del
ciclo de Krebs, CRM vy la fosforilacién oxidativa (OXPHQOS,
del inglés oxidative phosphorylation). Participa, ademas, en
otras muchas rutas metabdlicas, procesos de apoptosis y
sefializacion celular. Posee dos membranas, una externa lisa
y otra interna plegada, formando las crestas mitocondriales,
donde se encuentran ubicados los complejos multiprotéicos
I al IV y el complejo V (ATP sintasa), donde se lleva a cabo
la sintesis de ATP, ver Figura 1.

Las mitocondrias contienen su propio material genético, el
ADN mitocondrial (ADNmt). EI ADNmt humano es una
molécula circular de doble cadena constituida por 16569
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Mitochondrial outer membrane

Figura 1. Esquema del sistema OXPHOS. Tomado de: Gorman et al, 2016
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pares de bases que contiene 37 genes que codifican para 2
ARN ribosémicos (ARNr) y 22 ARN de transferencia (ARNTt)
gué son necesarios para la traduccion mitocondrial, y para
13 subunidades estructurales de los complejos del sistema
OXPHOS (siete subunidades pertenecen al complejo I: ND1-
ND6 y ND4L; una al complejo Ill: citocromo b; tres al
complejo IV: COI-lll; y dos al complejo V: ATP6 y ATP8). El
resto de los componentes estructurales que forman parte de
una mitocondria funcional, incluidas la mayoria de las
subunidades de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria (alrededor de 90) y sus factores de ensamblaje,
asi como los componentes de la maquinaria de replicacién y
expresion del propio genoma mitocondrial, estan codificados
en el genoma nuclear (ADNn), son traducidos en los
ribosomas citoplasmicos e importados a la mitocondria. La
estructura del ADNmt es extraordinariamente compacta, de
tal manera que los genes no poseen intrones ni regiones 5’ o
3’ no traducidas (UTRs, del inglés untranslated regions).
Ademas, no hay apenas espacios intergénicos,
produciéndose incluso un solapamiento entre zonas
codificantes para algunos genes (p.ej. MT-ATP6 y MT-
ATPS8).

e Genoma mitocondrial

La genética mitocondrial presenta una serie de
caracteristicas que la distinguen de la genética nuclear:

- El codigo genético mitocondrial difiere levemente del
caodigo genético universal.

- El genoma mitocondrial es poliploide, asi cada tipo
celular, dependiendo de sus requerimientos energéticos,
contiene un ndmero de mitocondrias, y cada una de
ellas, en general, de 5 a 10 copias de ADNmt,
pudiéndose dar dos situaciones: aquella en la que todas
las moléculas son idénticas (homoplasmia) o aquella en
la que coexisten dos o mas genotipos diferentes
(heteroplasmia).

- La division de las mitocondrias y la replicacion del
ADNmt son procesos independientes del ciclo celular.
Ademas, cuando la célula se divide, las mitocondrias se
distribuyen entre las células hijas al azar. Todo ello da
lugar al fenédmeno de segregacion mitética. Segun este
mecanismo, en un paciente con una mutacion
heteroplasmica, la proporcién de moléculas de ADNmt
mutadas puede variar de un tejido a otro, y en un mismo
tejido cambiar a lo largo del tiempo. Esto puede provocar
que los sintomas observados puedan variar con el paso
del tiempo y que la edad de comienzo, para una misma
alteracion, sea diferente de unos pacientes a otros.

- Latasa de mutacion espontanea del ADNmt es de unas
10 veces superior a la del ADNn.

- La expresion fenotipica de una mutacion patogénica del
ADNmMt no sigue las reglas de la herencia mendeliana, y
depende, en gran medida, de las proporciones del
ADNmt normal y mutado que existen en un tejido en
particular. El efecto umbral representa la proporcion
minima de ADNmt mutado necesaria para que se
produzca la disfuncion en un determinado 6rgano o
tejido. Este porcentaje varia de unos tejidos a otros, y
depende del requerimiento energético del mismo, en un
momento dado y en una situacion de estrés. Tejidos
como el cerebro, corazdn, musculo esquelético, y en
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particular la musculatura ocular, tienen grandes
demandas de energia procedentes de la via oxidativa y
por tanto umbrales menores que otros, como la piel o la
sangre.

- Por dltimo, cabe destacar que esta molécula se hereda
exclusivamente por via materna.

e Enfermedades mitocondriales

Las enfermedades mitocondriales, también conocidas como
enfermedades OXPHOS, son un conjunto heterogéneo de
alteraciones y trastornos cuyo nexo es una disfuncion
primaria de la cadena respiratoria mitocondrial o de la ATP
sintasa, con la consiguiente disminuciéon de produccion de
energia en forma de ATP. Las enfermedades mitocondriales
son patologias raras que en conjunto tienen una prevalencia
de 1:5.000%, aunque la frecuencia de portadores de
mutaciones en el genoma mitocondrial (ADNmt) es alrededor
de 1 en 2003,

Los trastornos mitocondriales pueden afectar un solo érgano
(como la Neuropatia Optica Hereditaria de Leber, LHON),
pero la mayoria involucran mdltiples sistemas de 6rganos,
particularmente aquellos que son altamente dependientes
del metabolismo aerébico (cerebro, musculo esquelético,
corazon, rifibn y sistema endocrino) y a menudo son
progresivos con alta morbilidad y mortalidad. Los rasgos
clinicos mas tipicos de las enfermedades mitocondriales
incluyen: ptosis, oftalmoplejia externa, miopatia proximal e
intolerancia  al  ejercicio, miocardiopatia,  sordera
neurosensorial, retinopatia pigmentaria, encefalopatia,
convulsiones, migrafia y diabetes mellitus®.

El inicio de los sintomas ocurre a cualquier edad, aunque
habitualmente los fenotipos méas graves se presentan en los
primeros momentos de la vida o infancia, y los fenotipos
menos graves ocurren en la edad adulta. Por tanto, la
presentacion clinica es muy variable en relacién con la edad
de inicio, los sintomas, la gravedad y el prondstico. Dado que
en la formacién de la cadena respiratoria participan los dos
sistemas genéticos de la célula, las enfermedades
mitocondriales pueden estar ocasionadas por mutaciones en
genes nucleares o por mutaciones en el ADNmt. En este
capitulo nos centraremos en los trastornos del ADNmt. Las
primeras mutaciones en el ADN mitocondrial se identificaron
en 1988, y hasta la fecha se han descrito mas de 400
lesiones moleculares en el ADNmt®.

Generalmente, las enfermedades mitocondriales del ADNmt
pueden clasificarse en relacion a la alteracion genética
subyacente en 4 categorias (Tabla 1):

- Mutaciones puntuales en genes codificantes de
subunidades estructurales del sistema OXPHOS.

- Mutaciones puntuales en genes implicados en la sintesis
de proteinas (ARNt y ARN).

- Reordenamientos del ADNmt, incluyendo deleciones
Unicas o multiples y duplicaciones de este.

- Deplecién o disminucién del nimero de copias del
ADNmt.
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Gen/Mutaciones Enfermedad OMIM
Genes codificantes de subunidades del sistema OXPHOS
MT-ND4: m.11778G>A
MT-ND1: m.3460G>A Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON) 535000
MT-ND6: m.14484T>C
Encefalopatia mitocondrial con acidosis lactica y
accidentes cerebro-vasculares (MELAS) 540000
MT-ND5: m.13513G>A
Sindrome de Leigh 256000
MT-ATP6: m.8993T>G, Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP) 551500
m.8993T>C Sindrome de Leigh 256000
Genes implicados en la sintesis de proteinas: ARNt y ARNr
Encefalopatia mitocondrial con acidosis lactica y 540000
accidentes cerebro-vasculares (MELAS)
Diabetes y sordera mitocondrial (MIDD) 520000
MT-TL1: m.3243A>G Sindrome de Leigh 256000
Cardiomiopatia -
Miopatia -
MT-TK: m.8344A>G Epilepsia mioclonica con fibras rojo rasgadas (MERFF) | 545000
MT-RNR1: m.1555A>G Sordera neurosensorial no sindrémica (NSSND) 500008
Reordenamientos del ADNmt
Sindrome de Pearson 557000
Grarlldes. deleciones unicas y Sindrome de Kearns-Sayre (KSS) 530000
duplicaciones
Oftalmoplejia externa progresiva crénica (CPEO) -
Deleciones mdltiples por
mutaciones en  genes Oftalmoplejia externa progresiva crénica (CPEO) -
nucleares del mantenimiento
del ADNmt
Deplecion del ADNmt
Mutaciones en genes del . L, . .
mantenimiento del ADNmt Sindrome de deplecion del ADN mitocondrial (MDS) -

Tabla 1. Alteraciones genéticas mas comunes en el ADNmt asociadas con enfermedades OXPHOS. Adaptada de Blazquez et
al, 2016

Las mutaciones puntuales suelen ser heredadas mientras
gue las deleciones Unicas y duplicaciones suelen producirse

de forma esporadica durante la
embrionario. Por otro lado, la

oogenesis o en el desarrollo
deplecién del ADNmt y las

deleciones mudltiples son realmente un fenotipo molecular

causado por la presencia de mutaciones en genes nucleares
que participan en el mantenimiento del ADNmt.Los déficits
combinados de los complejos de la CRM se han asociado
tanto a mutaciones en genes nucleares implicados en la
replicaciéon y/o mantenimiento del ADNmt, modificacion
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de los ARNt, genes codificantes para factores de elongacion,
proteinas ribosomales, aminoacil-ARNt sintetasas y otros;
como a mutaciones en genes del ADNmt, principalmente
ARNt mitocondriales, y a grandes deleciones del ADNmt.

Entre las mas de 30 mutaciones identificadas en ARNt
mitocondriales registradas en Mitomap (www.mitomap.org),
la mutacion m.3243A>G en el gen mitocondrial ARNt-
LeuUUR) (MT-TL1) y la mutacion m.8344A>G en el gen
mitocondrial ARNt-Lys (MT-TK) son los mas comunes. La
mutacion m.3243A>G esta presente en aproximadamente el
80% de los pacientes con encefalopatia mitocondrial con
acidosis lactica y accidentes cerebro-vasculares (MELAS),
en aproximadamente el 2-7% de los pacientes con diabetes
y sordera de herencia materna (MIDD), y puede aparecer en
otros fenotipos, ver Tabla 1. La mutacién m.8344A>G esta
presente en méas del 80% de los enfermos con epilepsia
mioclonica con fibras rojo rasgadas (MERRF). Ademas, las
mutaciones identificadas en los 22 ARNt dan lugar a diversos
fenotipos que van desde cardiomiopatias graves hasta
moderadas intolerancias al ejercicio. Estos hechos resaltan
la dificultad para establecer la patogenia y el diagnéstico de
los trastornos mitocondriales®

RESULTADOS DEL CASO CLINICO

La presencia de un cuadro clinico de debilidad muscular e
intolerancia al ejercicio en estos dos pacientes, junto con los
datos bioquimicos (déficit combinados de complejos de la
CRM) e histopatolégicos (presencia de fibras COX negativas
y RRF) sugieren un diagnostico de miopatia mitocondrial.

Ante la sospecha de una mutacién en un ARNt mitocondrial,
se realiz6 un andlisis de las 19 mutaciones mas frecuentes
del ADNmt (incluidas la MT-TL1: m.3243A>G y MT-TK:
m.8344A>G) mediante la técnica de minisecuenciacion que
resultaron negativas. En paralelo, se realizé la secuenciacion
Sanger del gen MT-TL1 completo que también fue negativo.

La traslacion de las tecnologias gendmicas, especificamente
la secuenciacion masiva-NGS, desde la investigacion clinica
a la préactica asistencial en el Servicio de Bioquimica ha
facilitado el estudio del ADNmt completo y los genes
mitocondriales nucleares en los enfermos con sospecha de
enfermedad mitocondrial OXPHOS permitiendo incrementar
la tasa de diagnostico genético y resolver cual es la causa
genético-molecular implicada en estos pacientes.

En este contexto, ambos casos presentados se incluyeron
para la secuenciacion del ADNmt completo a alta
profundidad. El ADNmt se amplificé en un Unico fragmento
(=16.6 Kb) por PCR larga (del inglés, Long-Range PCR) para
posteriormente proceder a la generacion de librerias. La
secuenciacion se realizé en el secuenciador lon-PGM (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo el protocolo
recomendado. El andlisis bioinformético, que incluye el
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Figura 3. Estructura secundaria del ARNt Gly
mitocondrial. Marcada en azul la mutacion identificada.
Marcada en rojo union Watson-Crick entre el par
12A:23U. Adaptada de la web http://mamit-trna.u-

strasbg.fr

alineamiento de las secuencias frente al genoma
mitocondrial de referencia (NC_012920.1, revised
Cambridge Reference Sequence) y la deteccion de las
variantes se llevé a cabo en el Torrent Suite mediante el
alineador TMAP-variant caller plugin. La anotacion de
variantes se realizé mediante la integracion de bases de
datos procedentes de Mitomap y predictores Mitimpact
mediante el uso de “scripts” propios.

Los resultados de la secuenciacion masiva del ADNmt
completo se pueden ver en la Tabla 2.

La mutacién m.10010T>C se visualiz6 en el software IGV
(Integrative Genomics Viewer) y fue ademas confirmada por
secuenciacion convencional Sanger, confirmandose en
ambos casos que la mutacién estaba presente y se
encontraba en aparente homoplasmia en ADN obtenido de
tejido muscular en el caso 1y practicamente en homoplasmia
en el caso 2, ver Figura 2.

La variante m.10010T>C en el gen MT-TG, que codifica para
el ARNt-Gly del ADNmt (encargado de trasportar el
aminoacido glicina para su incorporacion en el proceso de
traduccién mitocondrial), se ha descrito como patogénica en
la literatura en asociacién con dos tipos fenotipicos clinicos.
Un fenotipo consistente en encefalomiopatia, convulsiones,
ataxia progresiva y tetraparesia espastica’, y un fenotipo mas
leve asociado a miopatia, intolerancia al ejercicio e
hiperCKemia®?®. Este ultimo cuadro clinico es similar a aquel
observado en los casos descritos en este capitulo. Ademas,
esta variante no aparece en ninguna secuencia de ADNmt

Caso Gen Variante Heteroplasmia Profundidad Haplogrupo
1 ARNLt-Gly 100% 1100 J1c3
m.10010T>C
2 (MT-TG) 95% 3109 H3c2a

Tabla 2. Variantes identificadas mediante secuenciacién masiva del ADNmt completo. Elaboracion
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Figura 2. Visualizacién de mutacion 10010T>C en el programa IGV y electroferogramas de la secuenciacion Sanger
en misculo y sangre de ambos casos. Elaboracion propia

depositada en Genbank ni en la base de datos de variantes
polimérficas del ADNmt.

La sustitucion nucleotidica m.10010T>C afecta al par
12A:23U de la region “DHU stem” dentro de la estructura del
ARNt-Gly, lo que predice la ruptura de una unién Watson-
Crick, que a su vez podria alterar la estructura tridimensional
del ARNt y su funcion, ver Figura 3.

Posteriormente se procedi6 al estudio de la mutacion en
células sanguineas de ambos pacientes. En el caso 1, la
mutacion m.10010T>C mostré una heteroplasmia mutante
=15% mediante secuenciacion Sanger, ver Figura 2. Este
hallazgo refleja que los niveles de heteroplasmia (la
proporcion de ADNmt mutante) son a menudo mas altos en
los tejidos postmitéticos y son mas bajos en aquellos tejidos
que se dividen rapidamente como es en el caso de las células
sanguineas, con un recambio mitético frecuente.
Presumiblemente, las células que contienen altos niveles de
heteroplasmia de una mutacion en el ADNmt presentan una
desventaja selectiva y estan energéticamente
comprometidas ’. En el caso 2, no logré detectar la presencia

de la mutacion m.10010T>C en
secuenciacion Sanger, ver Figura 2.

sangre mediante

La segregacion familiar de esta mutacion sélo se pudo
realizar en la madre del caso 2, que mostré una ausencia de
la mutacién m.10010T>C mediante secuenciacion Sanger.
Este hecho sugiere, que en el caso 2 la mutacion podria ser
esporadica (de novo) y circunscrita al tejido muscular. Sin
embargo, el estudio de la mutacién en sangre y/u células
uroepiteliales de otros familiares de la rama materna, y del
propio paciente seria fundamental para confirmar si la
mutacion es esporadica (de novo).

RESUMEN

Las caracteristicas clinicas que presentaron estos dos
pacientes ponen de manifiesto la heterogeneidad clinica de
las enfermedades mitocondriales del sistema OXPHOS,
particularmente aquellas debidas a mutaciones en el ADNmt.
La incorporacion de la secuenciacion del genoma
mitocondrial completo a alta profundidad mediante NGS en
el laboratorio clinico representa una poderosa herramienta
de diagnéstico para identificar la base etiolégica genético-
molecular en pacientes previamente no diagnosticados.
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Mediante este enfoque, a menudo se identifican mutaciones
nuevas o Yya publicadas que pueden asociarse con
caracteristicas clinicas diferentes de las del paciente descrito
inicialmente. Esto confirma una vez mas la gran variabilidad
genética observada en las enfermedades mitocondriales. En
los dos casos presentados, esta aproximacion gendmica ha
permitido identificar la mutacién m.10010T>C del ARNt-Gly,
que previamente habia sido descrita como patogénica,
permitiendo llegar al diagnéstico genético-molecular de
enfermedad mitocondrial en ambos pacientes. Estos casos
aqui descritos, evidencian la importancia de poseer material
genético de familiares para poder caracterizar la segregacion
familiar y demostrar el modo de herencia o la presentacion
de novo de la mutacion identificada, y por tanto, realizar un
consejo genético post-test adecuado.
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INTRODUCCION

Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo
de enfermedades metabdlicas complejas causadas por un
déficit en la sintesis de ATP derivado de un incorrecto
funcionamiento de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) en la
mitocondria. Cuando este sistema es defectuoso, las células
no tienen suficiente energia, y como consecuencia el
oxigeno molecular y los sustratos metabdlicos no utilizados
se acumulan en las células causando dafios.

Una de sus caracteristicas es que presentan una genética
compleja, ya que pueden estar desencadenadas tanto por
mutaciones en el ADN mitocondrial (mtDNA) como en el ADN
nuclear (nDNA) y muestran, por tanto, distintos patrones de
herencia: autosémica dominante y recesiva, ligada al
cromosoma X y mitocondrial.

El nimero de moléculas de mtDNA por célula es, en general,
muy elevado y varia de unos tejidos a otros. Cuando las
células de un individuo tienen moléculas idénticas de mtDNA
se denomina homoplasmia. Sin embargo, una parte de estas
enfermedades se caracterizan por la presencia de
mutaciones en el mtDNA, por lo que pueden coexistir dos
poblaciones de moléculas de mtDNA, una normal y otra
mutada (heteroplasmia).

La relacion genotipo-fenotipo suele ser variable, lo que
implica que pacientes con la misma mutacion pueden exhibir
distintas manifestaciones clinicas o que un mismo sindrome
sea causado por mutaciones en diferentes genes, como el
sindrome de Leigh que se ha asociado a mutaciones en
aproximadamente 80 genes distintos, tanto nucleares como
mitocondriales. Otro ejemplo es el fenotipo heterogéneo que
se observa en pacientes con la mutacion m.3243A>G,
causante de manifestaciones que van desde el sindrome
MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lacticas y
episodios similares a ictus) o el sindrome de Leigh, hasta
diabetes y sordera, cardiomiopatia o miopatia. Esta
expresion clinica va a depender del requerimiento energético
del 6rgano afectado, el grado de heteroplasmia, y la edad de
aparicion de los sintomas, entre otros factores.

Las mitocondrias se encuentran todas las células del
organismo, y por tanto, estas enfermedades pueden ser
multisistémicas con manifestaciones clinicas muy variadas.
Frecuentemente, se presentan como anomalias
neuroldgicas o miopatias que afectan al musculo esquelético
o cardiaco, aunque otros tejidos puedes verse afectados.
Otras manifestaciones caracteristicas son sordera,
oftalmoplejia, ptosis o diabetes.

La deficiencia mitocondrial observada en estas
enfermedades también ha sido asociada a otras patologias,
como el la enfermedad de Parkinson o la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), y al envejecimiento en si, por lo que ha
aumentado el interés en posibilidades de intervenciones para
su correccion.

Todo esto, unido a un conocimiento incompleto de los
mecanismos involucrados en las diferentes patologias, hace
que este grupo de enfermedades supongan un desafio a
nivel de diagndstico y tratamiento:

- Diagnéstico: la doble naturaleza de las mutaciones
(nuclear y mitocondrial) y el gran nimero de proteinas
mitocondriales existentes (aproximadamente 1500
proteinas forman el proteoma mitocondrial) las hace
dificiles de diagnosticar. La introduccion de nuevas
tecnologias como la next generation sequencing (NGS)
ha permitido la identificacion de nuevos genes,
habiéndose identificado en la actualidad mas de 350
genes causantes de patologia mitocondrial, lo que ha
ayudando a comprender mejor los mecanismos
responsables de las diferentes patologias y abriendo la
puerta al uso de distintas estrategias para el desarrollo
de terapias mas especificas no consideradas
previamente.

- Tratamiento: las estrategias de tratamiento actuales son
principalmente sintomaticas, dedicandose a intentar
compensar el defecto biogquimico presente y a corregir
las descompensaciones metabdlicas agudas que se
puedan presentar y los sintomas derivados de estas,
mejorando asi la calidad y la esperanza de vida de los
pacientes.

Algunos ejemplos son el uso de anticonvulsivantes para
la epilepsia, hipoglucemiantes para la diabetes o la
realizacién de ejercicio fisico regular para aumentar el
contenido mitocondrial celular.

En este capitulo hablaremos de las distintas estrategias
propuestas para el desarrollo de tratamientos especificos y
de algunos de los ensayos que se estan llevando a cabo en
estos campos, lo que supone una esperanza para el futuro
de la poblacion que padece enfermedades mitocondriales. Al
final de este, daremos unas pequefias pinceladas sobre los
métodos de prevencion de la transmisién a la descendencia.

Respecto a los tratamientos especificos, hablaremos de dos
grandes grupos: las terapias basadas en el desarrollo de
small-molecules y las basadas en la manipulacion del
genoma mitocondrial.
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TERAPIAS BASADAS EN SMALL-MOLECULES

Una small-molecule es un compuesto organico de bajo peso
molecular, que por definicién no es un polimero, y que se une
con gran afinidad a un biopolimero para alterar su actividad
o funcion.

El peso molecular maximo suele ser de 600 Daltons, lo que
le va a permitir una rapida difusion a través de la membrana
celular y asi poder alcanzar los lugares de accion.

Dentro de este grupo encontramos un gran abanico de
estrategias:

e Manipulacion del contenido mitocondrial de la célula

Los esfuerzos se centran en aumentar el nimero de
mitocondrias presentes en la célula, aumentando su
sintesis, y/o disminuyendo su eliminacion.

Se ha trabajado principalmente en el aumento de la
sintesis, buscando moléculas reguladoras de la misma
sobre las que se pueda intervenir. Un ejemplo es el de
la familia de receptores activados por proliferadores
peroxisémicos (PPAR) y su coactivador gamma 1 alfa
(PGC-10). La actividad mediada por estos reguladores
estimula la sintesis de diversos transcritos que llevan en
Gltima instancia al aumento del nimero de mitocondrias.

Ensayos con agonistas directos de PPAR como el
bezafibrato, un farmaco utilizado para el tratamiento de
la hiperlipidemia, se han llevado a cabo sin observarse
efectos beneficiosos por el momento.

Se ha visto que una sobreexpresion de PGC-1a puede
incrementar la actividad COX en ratones modificados
gue presentan deficiencia en el ensamblaje del complejo
citocromo c oxidasa. Siguiendo la estela de estos
resultados, se han buscado moléculas que puedan
aumentar la actividad de PGC-la. Dentro de estas
moléculas tenemos el farmaco AICAR (5-aminoimidazol-
4-carboxamida mononucleétido) o el Resveratrol,
activadores de la AMP quinasa y de SIRT1
respectivamente y que, en Ultima instancia, aumentan la
actividad de PGC-1a.

Por el momento, estos ensayos aun no aportan mucha
evidencia que apoye el uso de estas moléculas, siendo
el ejercicio fisico regular el mejor método probado para
aumentar la masa mitocondrial. Sin embargo, este
campo se presenta como prometedor para el desarrollo
de futuras terapias.

e Restauracion de los niveles de NAD+

Uno de los efectos que se observan cuando la
mitocondria no funciona bien, es la disminucién de los
niveles de NAD+ y, consecuentemente, de los del ratio
NAD+/NADH. NAD+ es un sustrato esencial para la
funcion de proteinas claves, como la poliADP-ribosa
polimerasa (PARP) o las sirtuinas desacetilasas.

Para compensar este descenso, el piruvato es reducido
a lactato y el NADH oxidado a NAD+. El lactato
producido es transportado al exterior causando la
acidosis lactica caracteristica de las enfermedades
mitocondriales.
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Se ha intentado restituir estos niveles mediante la
suplementacién con precursores. Ejemplos como la
nicotinamida ribosa (NR) o la nicotinamida monocleétido
(NMN) han demostrado tener efectos beneficiosos en
los ensayos llevados a cabo en ratones. La primera
provoca un aumento de la sintesis y una restauracién de
la morfologia normal, pero para observar sus efectos se
requiere una dosis muy elevada; la NMN disminuye la
acidosis lactica y aumenta los niveles de NAD+ y NADH
en musculo esquelético, sin observarse efectos a nivel
cerebral. Actualmente hay ensayos en curso para ver su
eficacia en humanos.

Otro derivado niacinico ya aprobado para el tratamiento
de la dislipemia, el Acipimox®, ha demostrado su
eficacia mediante el incremento de la respiracion
mitocondrial en mudsculo esquelético ex vivo v,
actualmente, también hay ensayos para ver si realmente
alivia el dafio muscular.

Una de las estrategias mas recientes es aprovechar la
via de sintesis de novo del NAD+ gracias a la ruptura de
L-triptéfano en la via de las quineurinas. En esta via se
genera el semialdehido del &cido 2-amino-3-
carboximuconico (ACMS), que por accién de una
descarboxilasa (ACMSD) se transforma en &cido-2-
aminomucénico. Se ha visto que si esta enzima esta
inhibida, el ACMS se conviete en NAD+
espontaneamente.

Otro acercamiento elegante ha sido reoxidar el lactato
extracelular a piruvato y transportarlo al interior de la
célula para que pueda volver a reducirse y producir
NAD+. Recientemente ha sido publicado por Patgiri et
al. (2020) un ensayo en este campo, en el que inyectan
una lactato-oxidasa bacteriana en la circulacién de
ratones con disfuncion  mitocondrial  inducida
obteniéndose buenos resultados.

e Puede el incremento de la mitofagia ser
beneficioso?

El eje PINK:PARKIN puede selectivamente promover la
eliminacion de fragmentos mitocondriales deficientes
con la ayuda de la ubiquitina. Manipular este eje
promoviendo su actividad podria ser beneficioso en
casos que presenten heteroplasmia. En ensayos con
dos modelos, uno heteroplasmico de C. Elegans y otro
en el que se madificaron los musculos implicados en el
vuelo de distintos insectos, se ha probado ya la eficacia
del aumento de actividad de este eje, disminuyendo los
niveles de mtDNA mutado y asi disminuyendo la
heteroplasmia. Ensayos llevados a cabo con activadores
directos de este eje, como la urolitina A, ya han
demostrado su efecto mejorando la salud mitocondrial
en humanos.

e Reprogramacion metabolica

Como ejemplo para entender esta estrategia, se ha
utilizado las pantallas knockout de CRIPSR-Cas9 y la
seleccién quimica para intentar descubrir si hay alguna
small-molecule que pueda resolver el defecto asociado
al Complejo | en el Sindrome de Leigh. Se ha visto que
la pérdida del bromo-dominio en la proteina BRD4
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Figura 1: ejemplos de restauracion de los niveles de
NAD+ en la célula. (A) Mecanismo compensatorio
fisioldgico (B) Distintas estrategias terapéuticas
expuestas: Efecto del aumento de NAD+ en PPAR y
PGC-1a, Precursores de NAD+, Inhibidores de ACSMD,
Reoxidacién de lactato extracelular. Tomado de: Russell
et al, 2020

supone el aumento de los niveles PGC-1aq, la prevencién
del agotamiento celular por galactosa y, aunque no se
resolvi6 el déficit del Complejo I, se llevd a una
reprogramacion metabdlica realizando un "bypass" al
Complejo 1l via FADH2 como inicio de la cadena
respiratoria.

Esto es solo un ejemplo de cémo estas técnicas pueden
ser usadas como posible via para la identificacién de
posibles dianas y, como consecuencia, de posibles
tratamientos.

e Modulacion del efecto de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y del estrés oxidativo

La mitocondria es una de las principales fuentes de ROS
en el organismo ya que los electrones en el Complejo |
y lll son descargados al oxigeno del organismo dando
lugar a moléculas como el superdxido, que actian en la
formacion de intermedios quimicamente activos que
pueden dafiar proteinas, acidos nucleicos o lipidos.
Especies que atacan a ROS, como los antioxidantes, se
usan en el tratamiento para proteger a la mitocondria de
este dafo. Moléculas como KH176, un antioxidante
derivado de la vitamina E, se encuentran dentro de
ensayos activos en humanos para demostrar su eficacia.

En este grupo tenemos otros farmacos que ejercen el
mismo efecto:

- Elamipretide, un tetrapéptido con diana mitocondrial que
parece disminuir la produccion de especies reactivas de
oxigenos y estabilizar la cardiolipina en pacientes con
afectacion cardiaca.

- Idebenona, un analogo de la ubiquinona que actia como
transportador de electrones y como antioxidante.
Presenta eficacia reduciendo la pérdida de agudeza
visual en pacientes que padecen Neuropatia 6ptica de
Leber (LHON) y, de hecho, es el tnico farmaco de todos
los presentados en este capitulo que cuenta con
aprobacién de las agencias reguladoras del
medicamento para tal uso.

e Restauracién de la homeostasis del mtDNA

Defectos en el sistema encargado del correcto
mantenimiento del mtDNA pueden ser tratados
mediante la aportacion de los desoxinucledtidos
externos como vemos en el siguiente ejemplo:

La enzima timidina-quinasa 2 (TK2) es una proteina
clave del mantenimiento del mtDNA y cuando existe un
déficit se produce una cantidad insuficiente de los
desoxinucledsidos necesarios para su sintesis y una
alteracion de la composiciéon mitocondrial. En su forma
mas severa, los nifios empiezan a manifestar disfuncién
muscular durante el primer afio de vida. A medida que la
enfermedad progresa, se ven afectadas capacidades
vitales, llegando a provocar fallo respiratorio.

En un ensayo, bajo programa de uso compasivo, se ha
administrado via oral los nucledsidos timina y
desoxicitidina a pacientes con deficiencia de TK2,
observandose mejoras claras tanto en las funciones
motoras como en la supervivencia.

El tratamiento con desoxinucledsidos para este tipo de
enfermedades mitocondriales es una estrategia por
considerar, pero cada caso tiene que ser estudiado
individualmente.

Pese al aumento de posibles enfoques para el tratamiento de
enfermedades mitocondriales, pocas moléculas han
demostrado su eficacia para uso en tratamiento especifico,
siendo la Idebenona la Unica que cuenta aprobacion para tal
uso, observandose eso si un efecto beneficioso mas
genérico.

Lo que si se expone es la existencia de mdltiples estrategias
en las que podemos seguir trabajando e investigando para
intentar conseguir algun tratamiento especifico en el futuro.

TERAPIAS BASADAS EN LA MANIPULACION DEL
GENOMA MITOCONDRIAL

A la hora de manipular el genoma mitocondrial tenemos que
aprovechar el hecho de que casi la totalidad de
enfermedades mitocondriales causadas por mutaciones en
el mtDNA se caracterizan por presentar heteroplasmia, es
decir, vamos a tener copias de mtDNA mutadas sobre las
que podemos actuar selectivamente para intentar
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modificarlas o eliminarlas, y otras de tipo Wild-Type (WT) no
afectas que se pueden replicar.

Para poder llevar a cabo lo anterior tenemos que garantizar
gue cualquier tratamiento aplicado sea capaz de alcanzar el
material genético atravesando la membrana mitocondrial
interna. Para mantener el gradiente electroquimico que la
caracteriza, esta membrana es bastante impermeable a
sustancias, presentando transportadores selectivos que
permiten el paso de moléculas sin modificar el potencial de
membrana, por lo que las técnicas/tratamientos aplicados
deben o cruzar la membrana directamente, o aprovechar los
transportadores ya existentes.

Otra consideracién a tener en cuenta es que tenemos que
actuar especificamente sobre el mtDNA mutado
degradandolo, permitiendo que el tipo WT se replique. De
todas las técnicas disponibles de modificacion del material
genético que disponemos, las basadas en nucleasas con
dedos de zinc (ZFNs) y en nucleasas de actividad similar a
activador de transcripcion (TALENS) son las que se pueden
aplicar a nivel mitocondrial, ya que CRISPR-Cas9 necesita
de una guia de RNA (sgRNA) para su actividad, y esta no
esta disponible en la mitocondria.

Se presentan como un sistema dual formado por proteinas
que reconocen y se adhieren al mtDNA en una zona
especifica, generalmente una de ellas a la mutacion y la otra
a una zona adyacente de la misma, fusionadas con una
endonucleasa tipo fokl en forma de dimero. Para aumentar
la sensibilidad de ZNFs y TALENSs, se modifica el extremo
terminal afiadiéndole el residuo COXVIII-MTS, que dirige la
molécula especificamente a la mitocondria. Ademas, las
ZNFs requieren de una secuencia de exclusion nuclear para
evitar afectar al NDNA.

Como se observa en la Figura 2, cuando se enfrenta a
mtDNA tipo WT, solo se une una de las proteinas, impidiendo
la formacion del dimero de Fokl. Por el contrario, cuando se
enfrenta a mtDNA mutado, ambas proteinas se unen a zonas
adyacentes del material genético, permitiendo la formacién
de Fokl y su actividad como enzima de restriccion,
eliminandolo y disminuyendo asi la heteroplasmia.

e Expresién alotopica:

Otra estrategia es la de expresar los genes
mitocondriales desde el nucleo y que la proteina
sintetizada en el citosol se internalice en la mitocondria
aprovechando la maquinaria natural de importacion de
proteinas. Se considera como una de las opciones mas
viables para el tratamiento genético de las
enfermedades causadas por mutaciones en el mtDNA.

Se basa en la introduccion del material genético de
interés en el nicleo gracias a técnicas como el uso de
adenovirus.

El gen que se pretende expresar tiene que redisefarse
de manera que se pueda expresar en el nicleo y que el
ARNmM sea traducido correctamente por lo ribosomas
citosolicos. Debe tenerse en cuenta que en los humanos
el codigo genético y el uso de codones mitocondriales
son diferentes a los nucleares, por ejemplo, el codén
UAG que codifica para triptéfano de acuerdo con el
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Figura 2: actividad de las técnicas ZFN y
TALEN cuando se enfrentan a mtDNA tipo
Wild-Type y a mtDNA mutado. Tomado de:

Russell et al, 2020

cédigo genético mitocondrial es interpretado como un
coddn de paro en el cédigo genético nuclear.

Después de ser sintetizada, la proteina debera de
desplazarse a la mitocondria, para lo que requiere de la
presencia de una secuencia sefial o MTS en el extremo
N-terminal que pueda ser eliminada por una proteasa
mitocondrial una vez que haya atravesado
completamente la membrana mitocondrial.

METODOS DE PREVENCION DE LA TRANSMISION

En aquellas familias afectas con mutaciones en el nDNA las
opciones son similares a las que padecen cualquier otra
enfermedad genética nuclear: consejo genético, test o
cribados prenatales en muestras obtenidas por
amniocentesis o biopsia de vellosidades coridnicas y el
diagndstico genético preimplantacional (DGP).

En familias afectas con mutaciones en el mtDNA, la
prevenciébn es mas complicada principalmente por la
heteroplasmia. Como observamos en la figura 4, puede que
de una madre afecta no se transmita la enfermedad a la
descendencia si el oocito presenta un bajo nivel de
heteroplasmia que no supere el umbral para que se den las
manifestaciones clinicas, o que ocurra justo lo contrario.
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Figura 3: El fundamento de la expresién alotopica. Una mutacion en un gen mitocondrial, denotada por
una X, trae consigo una deficiencia de la fosforilacién oxidativa en la mitocondria. La expresion de la
proteina mitocondrial correspondiente en el niicleo o en un vector citosélico (A) seguida de su importacion
a la mitocondria (B), supone una restauracion de la funciéon y un aumento de la fosforilacion oxidativa.
MTS se ilustra como una a-hélice con cargas positivas. Tomado de: Figueroa-Martinez et al, 2011
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Figura 4: Transmision de enfermedades mitocondriales en funcion de la heteroplasmia del oocito. Tomado de: Russell

Es muy importante un correcto diagnéstico de la etiologia
génica de la enfermedad para controlar la prevencion de la

transmision.

et al, 2020

Se puede realizar también consejo genético, pero los
test/cribados no son fiables, ya que el nivel de heteroplasmia
no es homogéneo en todas las células, y la muestra puede
no ser representativa.
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Se propone el uso del DGP, con andlisis de los oocitos para
Unicamente seleccionar aquellos que presenten menor grado
de heteroplasmia, pero esto no asegura al 100% la no
transmision o la posible aparicion de sintomas en el futuro.

e Terapia de reemplazo mitocondrial (MRT):

Esta terapia es una opcién emergente, y algo polémica,
para prevenir la transmision. Consiste en coger un oocito
de una donante sobre el que se pueden llevar a cabo
dos estrategias, sustituir el ndcleo del oocito por el de la
mujer afecta y después fecundarlo, o realizar el mismo
proceso de sustitucion, pero con el oocito ya fecundado.
El resultado es el mismo, un feto con material genético
de dos mujeres y un hombre. Hoy en dia esta técnica es
legal Unicamente en el Reino Unido.

Como conclusiones para finalizar el capitulo, queremos
recalcar que es esencial tratar de conocer el mecanismo
molecular de la enfermedad para individualizar terapias
en cada paciente.

Las estrategias actuales de tratamientos son
mayoritariamente sistematicas, intentando mitigar los
sintomas asociados a la enfermedad y asi mejorar la
calidad y la esperanza de vida de los pacientes. Mientras
gue la busqueda por mejores tratamientos continla, es
importante garantizar el acceso a un correcto
tratamiento sistematico. De los mas de 50 ensayos que
estan actualmente en curso, las evidencias actuales que
los apoyan son principalmente anecdoéticas, siendo
Idebenona el Unico farmaco con aprobacion de la
FDA/EMA.

Respecto a la terapia génica, pese a que no ofrece
soluciones definitivas, los avances son esperanzadores.

Durante las dltimas décadas se han producido
importantes progresos en el campo de investigacion de
las enfermedades mitocondriales, abriendo nuevos
caminos tanto para la investigacion de tratamientos
como en las técnicas de prevencion de las mismas.
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EXPOSICION DEL CASO

Paciente de 20 afios diagnosticada de enfermedad de Wilson
en el afio 2011, sin estudio genético. Criterios diagnosticos:
hipertransaminemia, ceruloplasmina 2.77 mg/dl, cupruria 36
Hg/24 h, biopsia hepéatica compatible (hepatopatia crénica
con formacion de septos y esteatosis) y cuantificacion de
cobre en tejidos de 1282 ug/gramos de tejido seco. A
principios de 2020 es derivada a la consulta de genética para
realizar el estudio genético molecular del gen ATP7B, con el
objetivo de llegar a un diagnéstico certero de enfermedad de
Wilson y poder ofrecer un adecuado consejo genético a la
familia.

ENFERMEDAD DE WILSON

La enfermedad de Wilson (EW) es un trastorno genético
autosdmico recesivo multisistémico del metabolismo del
cobre, producida por variantes bialélicas en el gen ATP7B.
Da lugar a un cuadro clinico variable secundario a la
acumulacion de un exceso de cobre en el organismo, con
manifestaciones neuroldgicas, hepaticas y/o psiquiatricas
gue aparecen en edades comprendidas entre los 3 y los 60
afos. El diagnostico precoz es esencial para prevenir el dafio
asociado a la acumulacion de cobre en el organismo y evitar
la progresion de la enfermedad, y se basa fundamentalmente
en la deteccién de concentraciones bajas de ceruloplasmina

Membrana

Citoplasma

NH2

en suero y en el incremento de los niveles de cobre en orina
ylo en tejido hepatico.

La EW presenta una incidencia aproximada de 1/30.000
individuos, y se estima que 1 de cada 90 individuos es
portador de una variante en el gen ATP7B. El gen ATP7B es
el tnico gen descrito actualmente asociado a EW. Se localiza
en el brazo largo del cromosoma 13 (13g14.3) y esta
compuesto por 21 exones que codifican una ATPasa
transmembrana transportadora de cobre 2, implicada en la
incorporacion del cobre a la ceruloplasmina y en su
transporte fuera del hepatocito a la bilis. Se trata de una
proteina constituida por 1465 aminoacidos distribuidos en
una region N-terminal citos6lica de uniéon a metal (DUM), un
dominio A con funcidon fosfatasa, un dominio P de
fosforilacion, un dominio N de unién a ATP y un dominio M
compuesto por 8 canales transmembrana?.

La region citosélica de unidn al cobre esta compuesta por 6
dominios de unién a metal (DUM), cada uno de los cuales
presenta una estructura ferredoxin-like de aproximadamente
70 aminoéacidos que ha sido determinada por espectroscopia
mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Cuentan con
un  motivo muy conservado = GM(T/H)CxSCxxxIE,
responsable de la unién de los iones de cobre a través de
dos residuos de cisteina. En la Figura 2 se muestra el
alineamiento de las secuencias de los 6 DUM realizado
mediante la herramienta Clustal Omega (1.2.4), en el que

| ' COOH

GDGVND
DKTG -
| TGDN

SEHPL

Figura 11. Estructura de la proteina codificada por el gen ATP7B. Rojo: Region N-terminal; Azul: dominio M; Verde: dominio
A; Amarillo: dominio P; : dominio N. Se han remarcado los motivos aminoacidicos funcionalmente relevantes de cada
dominio. Elaboracion propia, adaptada de Chang et al, 2017
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Figura 12. Alineamiento global multiple de los primeros 60 aminoacidos de los DUM. Elaboracién propia

puede observarse el grado de conservacién del motivo entre
los DUM. Los residuos de cisteina implicados en la unién del
cobre han sido sefalados.

e (;Cuéando se debe sospechar?
La EW puede presentarse a cualquier edad entre los 3 afios

y los 60 afios (media de edad 13 afios), aunque no suele ser
sintomatica antes de los 5 afios. Debe sospecharse:

En individuos con alteracion de la funcion hepatica sin
causa conocida

La presentacion de los sintomas hepéticos puede ser muy
variable, oscilando desde asintomatica con un aumento de
transaminasas, hasta hepatitis crénica y cirrosis. Puede
cursar ademas con insuficiencia hepética aguda, siendo muy
sugerente de EW cuando va acompafiada de niveles de
fosfatasa alcalina en suero bajos.

Sintomas/signos clinicos tipicos | Puntuacién Otras pruebas/test Puntuacion
>5 x LSN
i Presente 2 2
Anillo (>4 umol/g)
Kayser-Fleischer Cobre
Ausente 0 hepatico (en 0,8-4 umol/g 1
ausencia de
Severos 2 colestasis) <0,8 umol/g -1
Sintomas Tincién
neuropsiquiatricos | Moderados 1 . 1
- Rodamina +
(o RM tipica)
Ausentes 0 Normal 0
>0,2 g/L 0 ) 1-2xLSN 1
Cobre orina
0,1-0,2 g/L 1 24h (en >2XLSN 2
. ausencia de
Ceruloplasmina -
sérica hepatitis Normal,>5xL
aguda) SN
<0,1g/L 2 2
tras D-
penicilamina
2 VP ylo VPP
i iti Presente 1 4
Anemia hemolitica - en trans
Test Coombs Genética
negativo (Cobre (ATP7B) 1VP/VPP 1
sérico elevado) Ausente 0
No VP/VPP 0
Puntuacion total Evaluacién
>4 Diagndstico muy probable de EW
3 Posible EW, se necesitan mas pruebas/test
<2 Diagndstico muy improbable de EW

Tabla 1. Sistema de puntuacion de EW. LSN: limite superior de la normalidad; VP: variante patogénica;
VPP: variante probablemente patogénica. Adaptado de Ferenci et al, 2003
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En la infancia la EW debe considerarse en el diagnéstico
diferencial de otras patologias en nifios mayores de un afio
con cualquier sintoma de afectacion hepatica, que varia
desde una elevacion asintomatica de transaminasas a
cirrosis con hepatoesplenomegalia y ascitis.

El estudio de la funcién hepatica debe incluir niveles de
transaminasas plasmaticas, bilirrubina total y conjugada,
fosfatasa alcalina y tiempo de protrombina/INR.

En individuos con trastornos
psiquiatricos o del comportamiento

neuroldgicos,

Suelen aparecer en la segunda o tercera década de la vida,
aunque se han reportado en nifios menores de 10 afios. La
presentacion neurolégica abarca un amplio espectro de
trastornos, incluyendo distonia, disartria, temblor y rigidez
(“parkinsonismo juvenil”). Los sintomas conductuales y
psiquiatricos son comunes, y en muchos casos son
frecuentemente mal diagnosticados como problemas del
comportamiento asociados con la pubertad: menor
rendimiento escolar, cambios en la personal, impulsividad,
estado de &nimo labil, etc.

En adolescentes la EW debe ser considerada en el
diagnéstico diferencial de trastornos cognitivos, psiquiatricos
0 de movimiento inexplicables.

e Diagnostico

El diagndstico definitivo de EW se establece combinando el
diagnostico clinico, bioquimico y genético?. En el afio 2001
durante la VIII Reunion Internacional sobre EW, un comité
internacional de expertos propuso un sistema de puntuacion
gue permitia establecer un punto de corte diagnostico de la
enfermedad.

Anillo de Kayser-Fleischer

Deposito de cobre en la membrana de Descemet de la
cornea, que pueden observarse mediante un estudio
oftalmolégico con lampara de hendidura. Se encuentra casi
siempre presente en individuos con manifestaciones
neuroldgicas o psiquiatricas y tan sélo en un 50% de los
individuos con manifestaciones hepaticas. La ausencia del
anillo de Kayser-Fleischer no descarta el diagndstico de EW.

Sintomas neurolégicos

Solo se necesitan estudios detallados de imagenes por
resonancia magnética o de electroencefalograma si los
sintomas neurolégicos no pueden excluirse con certeza
mediante un examen clinico-neurolégico.

Ceruloplasmina sérica

La ceruloplasmina es una proteina de fase aguda, implicada
en el transporte del 90% del cobre circulante. Las
concentraciones en sueros son bajas en el neonato, y van
aumentando gradualmente con la edad, razon por la que la
edad minima deseable para su medicion ante sospecha de
EW es 1 afio.

La ceruloplasmina sérica medida por el ensayo nefelométrico
(método utilizado en la mayoria de los hospitales) puede
estar en el rango normal en pacientes con enfermedad
hepatica activa, en mujeres que usan anticonceptivos
hormonales y durante el embarazo. El ensayo oxidativo es

mas preciso, pero no se esta disponible en todos los
laboratorios.

Test de Coombs negativo con anemia hemolitica

La anemia hemolitica puede presentarse como una de las
manifestaciones iniciales en algunos casos y es
especialmente llamativa en casos de EW fulminante.

Cobre hepatico en ausencia de colestasis

La medicién del contenido de cobre hepéatico (por
espectroscopia de masas 0 espectroscopia de absorcion
atomica) es la prueba mas fiable para el diagnéstico de la
EW, si bien un contenido de cobre hepatico normal no
excluye la EW. Muchos pacientes con enfermedad hepatica
cronica, en particular aquellos con colestasis, presentan
niveles elevados en ausencia de EW.

La tincién histoquimica de cobre (por rodamina) no sustituye
a la determinacion cuantitativa de cobre. Menos del 10% de
los casos confirmados de EW tenian granulos positivos para
rodamina en los hepatocitos).

En la mayoria de los pacientes afectos se detectan
concentraciones >250 pg/g de tejido. Los pacientes
portadores heterocigotos pueden presentan concentraciones
entre 50-250 pg/g.

Cobre en orina

La determinacion de la excrecion urinaria de cobre requiere
el uso de recipientes sin cobre y, en los nifios, la recoleccion
de orina de 24 h puede requerir el ingreso en un centro
pediatrico.

La excrecion de cobre en orina de 24 h puede ser normal en
nifios y en hermanos asintomaticos. En estos casos, se
justifica la medicién de la excrecion de cobre en orina de 24
h después de una provocacion oral con D - penicilamina (500
mg administrados al principio y 500 mg administrados
después de 12 h).

Estudio genético de variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en el gen ATP7B

A dia de hoy, se han reportado mas de 600 variantes
deletéreas en el gen ATP7B. La mayoria son variantes de
tipo missense cuyo mecanismo de patogenicidad se debe a
una pérdida de funcién por inactivacion de la proteina
resultante. También se han reportado también miltiples
variantes truncantes y en menor medida alteraciones
infrecuentes como deleciones del gen completo, variantes de
la regién promotora y disomias monogénicas?.

La distribucion de variantes varia entre areas geograficas,
habiéndose descrito una mayor prevalencia de variantes
especificas en ciertas poblaciones: p.H1069Q (Europa
Central y Oriental), p.Met645Arg (Espafa), c. -441_-
427dell5 (Cerdefia), o la p.Arg778Leu (China, Corea y
Taiwan).

Si bien la existencia de correlacion entre el tipo de variante
identificada y el cuadro clinico del individuo (correlacion
genotipo-fenotipo) aln no ha sido bien establecida, se ha
descrito que la mayoria de las variantes patogénicas
identificadas en pacientes presintomaticos o con sintomas
hepaticos se localizan en los dominios M y N de la proteina,
y que las variantes causantes de la pérdida de actividad
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completa de la proteina se asocian a un cuadro mas severo,
de presentacién predominantemente hepatica y edad de
debut temprana. La EW presenta una expresion fenotipica
muy variable entre individuos con la misma alteracion e
individuos de la misma familia, que puede atribuirse a
factores epigenéticos no conocidos?.

Es importante resaltar que la no identificacion de variantes
deletéreas en el gen ATP7B no excluye el diagnostico de
EW. Sin embargo, la identificacion de las mismas en un
individuo con un diagnéstico clinico no concluyente por
ausencia de sintomas tipicos si permite alcanzar un
diagnostico de certeza.

e Tratamiento

El tratamiento se basa en la eliminacién del exceso de cobre
mediante agentes quelantes como la D-penicilamina o
Trientine, o el bloqueo de su absorcidn intestinal con sales
de zinc. El tratamiento es de por vida, y debe iniciarse tras el
diagnoéstico en nifios presintomaticos identificados por
screening familiar a los 2-3 afios de vida, e inmediatamente
en nifios sintométicos para prevenir la progresion del dafio
hepatico y/o neurolégico, recomendandose evitar los
alimentos ricos en cobre como higado, patés, frutos secos,
marisco y chocolate hasta la remisiéon de los sintomas o
anomalias bioquimicas. El prondstico es excelente en la
mayoria de los casos con una buena adherencia al
tratamiento, y se estima que menos del 1% requieren
trasplante hepatico.3

RESOLUCION DEL CASO

Se realiz6 un estudio mediante secuenciacion masiva del
exoma completo (kit xGen Exoma Panel v1.0), filtrando el
andlisis para el gen ATP7B para el que se obtuvo una
cobertura a una profundidad de lectura >20X del 100%) y
priorizando y clasificando las variantes de acuerdo a los
criterios establecidos por la ACMG (American College of
Medical Genetics).*

Se identific6 la presencia de las variantes patogénicas
€.2395C>T (p.GIn799Ter) y ¢.1934T>G (p.Met645Arg) en el
gen ATP7B (NM_000053.3).

e .2395C>T (p.GIn799Ter)

La variante consiste en la transiciéon de una citosina por una
timina que produce, presumiblemente, la aparicion de un
codén de parada prematura en el ARNm. Como
consecuencia, el ARNm podria ser degradado por un
mecanismo de degradacion mediado por variantes sin
sentido (nonsense mediated decay; NMD) o bien podria
sintetizarse una proteina no funcional truncada en
aproximadamente 46% de su secuencia. La variante no se
encuentra presente en las bases de datos poblacionales
consultadas y no ha sido reportada previamente en la
literatura cientifica. Sin embargo, la pérdida de funcién del
gen ATP7B es un mecanismo molecular conocido asociado
a enfermedad de Wilson.

e .1934T>G (p.Met645ArQ)

La variante consiste en la transversion de una timina por una
guanina que conlleva la sustitucion de un residuo de
metionina por una arginina en la posicién 645 de la proteina
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Figura 13. Anélisis de minigen de la variante
€.1934T>G en cuatro lineas celulares diferentes
(HEK293T, HepG2, HuH-7 y Hep3B). Tomada de

Merico et al, 2020

resultante. La variante esta presente en las bases de datos
poblacionales con una frecuencia del 0.05% en gnomAD, no
habiéndose identificado ninglin homocigoto en una cohorte
de aproximadamente 145.000 individuos.

Si bien el analisis mediante herramientas bioinformaticas no
es concluyente con respecto a su patogenicidad, se trata de
una variante prevalente en Espafia, que ha sido descrita
multiples veces en la literatura cientifica en pacientes con
enfermedad de Wilson, especialmente en heterocigosis
compuesta con variantes truncantes o tipo missense.
Margarit E et al. (2005)° propusieron la existencia de una
correlacion genotipo-fenotipo para esta variante al identificar
que 22 pacientes de una cohorte de 40 individuos afectos,
heterocigotos compuestos para esta variante y una segunda
variante truncante presentaban una edad de debut inferior a
los que presentaban una segunda variante en heterocigosis
compuesta de tipo missense.

Recientemente el grupo de trabajo de Merico et al. (2020)8
ha demostrado su patogenicidad mediante la construccion de
un modelo minigen con la variante en cuatro lineas celulares
diferentes. Un minigen es una construccion artificial que
reproduce un fragmento funcional de menor tamafio de un
gen, y que se utiliza, entre otras aplicaciones, para realizar
estudios de splicing. El disefio del minigen de Merico et al.
incluia los exones 5,6 (en el que se localiza la variante) y 7
del gen ATP7B, y como puede observase en la figura 3
permitié determinar que la presencia de la variante produce
un skipping (omision) del ex6n 6. Como resultado, se
produce una alteracién del marco de lectura del ARNm, un
truncamiento prematuro de la proteina y una disminucién de
su expresion que evidencian la patogenicidad de la variante.

Con el fin de establecer la fase de las variantes se solicito el
estudio de segregacion mediante la técnica de secuenciacion
Sanger, que permitié determinar que cada una de ellas habia
sido heredada de uno de los progenitores. Por tanto, la
paciente es heterocigota compuesta para las variantes
patogénicas c¢.2395C>T (p.GIn799Ter) y ¢.1934T>G
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Sintomas y signos clinicos tipicos Puntuacion
Anillo Kayser-Fleischer Ausente 0
Sintomas neuropsiquiaticos (0 RM tipica) Ausentes 0
Ceruloplasmina sérica <0,1g/L 2
Test Coombs negativo con anemia hemolitica
(Cu sérico elevado) Ausente 0
Cu hepético (en ausencia de colestasis) >5 x LSN (>4 pmol/g) 2
Cu orina 24h (en ausencia de hepatitis aguda) 1-2xLSN 1
Estudio genético gen ATP7B Dos VP y/o VPP en trans 4
Puntuacion total Evaluacion
>4 Diagndstico muy probable de EW

Tabla 2. Score de la paciente. Elaboracion propia

(P.Met645Arg) en el gen ATP7B, compatible con su cuadro
clinico de Enfermedad de Wilson.

En base al estudio genético realizado pudo diagnosticarse
con certeza a la paciente que, de acuerdo al sistema de
puntuacién de Ferenci, contaba con un diagnostico muy
probable de EW.

Una vez establecido el diagnéstico de EW se cita a la
paciente en consulta de consejo genético junto con sus

padres para realizar un adecuado asesoramiento genético.
Se les explica que la EW sigue un patron de herencia

autosoémico recesivo, es decir, las dos copias del gen tienen
gue estar alteradas para que aparezca la enfermedad. Dado
gue las dos variantes han sido heredadas, los hermanos de
la paciente tienen un 25% de probabilidades de ser afectos,
un 50% de ser portadores de alguna de las variantes y un
25% de probabilidades de no ser portadores de ninguna de
las dos variantes. Con el fin de conocer su condicion se
solicitd el estudio de segregacion en los hermanos, que
resultaron ser ambos portadores de una variante cada uno.

Dado que la paciente es heterocigota compuesta para dos
variante patogénicas en ATP7B, todos sus hijos seran
portadores obligados de una de las dos variantes, mientras
que en el caso de sus hermanos, portadores asintomaticos,
presentan un 50% de probabilidades de transmitir la variante

04/07/1960 04/02/1969
c.1934T=G c.2395C=T
(p-Met645Arg) (p-GIn799Ter)
28/06/1990 30/08/1994 21/09/2000
c.1934T=G c.2395C>T c.1934T>G (p-Met645Arg);
(p-Met645Arg) (p.GIn799Ter) c.2395C=T (p.GIn799Ter)

Figura 14. Arbol genealdgico de la familia.
Elaboracion propia

a sus hijos. El riesgo de descendencia afecta dependera del
estatus de portador de sus parejas. Por ello, en el momento
en que estos decidan tener descendencia estaria indicado
realizar el estudio genético del gen ATP7B a sus parejas
reproductivas, pudiendo recurrir a técnicas de diagnéstico
genético prenatal, en el caso de que fueran portadoras de
variantes patogénicas, para asi conocer el genotipo fetal.

Se recomienda ampliar el estudio a los familiares en riesgo
de ser portadores, independientemente de que presentan o
no sintomas de la enfermedad. La EW puede tener un debut
tardio, por lo que la ausencia de sintomas en el momento del
estudio no excluye la posibilidad de que el individuo sea
afecto. El diagndstico precoz de los pacientes asintomaticos
permite prevenir el dafio asociado a la acumulacion de cobre
en el organismo y evitar secuelas.
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INTRODUCCION

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) es una patologia
de etiologia genética causada por distintos déficits
enzimaticos que involucran la funcién endocrina de la corteza
suprarrenal. En mas de un 95% de los casos es debida a la
deficiencia enzimatica de la 21-hidroxilasa (210H,
MIM#201910), enzima codificada por el gen CYP21A2
localizado en la region cromosdémica 6p21.33. La HSC por
deficiencia de 210H es una enfermedad monogénica de
herencia autosémica recesiva.

Las enzimas de la corteza suprarrenal son de vital
importancia para la correcta sintesis de los glucocorticoides,
mineralocorticoides y las hormonas sexuales. Otras
deficiencias enziméaticas mucho menos comunes que dan
lugar a HSC son: 11-B-hidroxilasa (gen CYP11B1), 17-a-
hidroxilasa (gen CYP17A1), 3-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (gen HSD3B2) y StAR (proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda, gen STAR).

La enzima 210H cataliza dos reacciones (figura 1): la
conversion de progesterona a deoxicorticosterona y la
conversion  17-hidroxiprogesterona a 11-desoxicortisol.
Ambos son metabolitos intermedios que dan lugar a la
aldosterona (via mineralocorticoide) y al cortisol (via
glucocorticoide), respectivamente.

El déficit de 210H tiene como consecuencia una baja
produccion de aldosterona y cortisol asi como la acumulacion
en suero de los sustratos enzimaticos, en este caso
elevacion de la 17-OH progesterona (debido a que la enzima
17-hidroxilasa sigue activa). Al no poder continuar
adecuadamente las vias mineralocorticoide y
glucocorticoide, los metabolitos intermedios son procesados
por la Unica via que continua activa, la via androgénica,
aumentando la sintesis de dehidroepiandrosterona,
androstenediona y testosterona.

Dependiendo del tipo de variante genética detectada y de la
actividad enzimatica se diferencian dos formas clinicas:

e Hiperplasia suprarrenal forma clasica (congénita):
Se trata de la forma clinica mas severa, la actividad
enzimatica es nula o casi nula, su incidencia es
menor que la no clasica (1 de 10.000-15.000
individuos) y puede presentarse de dos maneras
diferentes.

1. Virilizante simple: Ocurre en el 25% de las formas
clasicas. La actividad enzimatica es residual y es capaz
de generar suficiente aldosterona y cortisol, por lo que el
metabolismo renal y de la glucosa no se encuentran
comprometidos. Se produce una gran acumulaciéon de
andrégenos y como consecuencia la virilizacion prenatal

Colesterol
StAR t 17 a hidroxilasa 17,20 liasa
Pregnolona 8>  {70OHpregnolona ~ — Dehidroepiandrosterona
3§ hidroxiesteroide | SO I (O S .
deshidrogenasa ] ]

Progestérona -8+ 170H progesterona Androstenodiaona
21-hidroxilasa ‘ | 17 B hidroesteroide
cyrzi J Y deshidrogenasa.

Desoxicortecosteron a 11 Desoxicortisol Testosterona
11 B hidroxilasa ‘ 11 B hidroxilass 1 ! 50O reduct
(CYP11E2) ] | (CYP11B1) ;%8 IOV
Cardicoslerona Cortisol Dihidrotestosterona
18 hidroxilasa
(CYP11B2)
18 OH corticosterona
18 oxidasa
(CYP11B2)

Aldosterona

Figura 1. Principales enzimas y sustratos involucrados en la funcion endocrina corticoadrenal. En rojo se
encuentra representada la actividad de la 210H, cuya deficiencia es la mas representada en la HSC.
Tomado de: Herrera-Gémez A, 2015
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en mujeres (genitales ambiguos al nacimiento) y
pubertad precoz.

2. Forma pierde sal (‘salt-wasting’). Ocurre en el 75% de
las formas clasicas. La actividad enzimatica es nula 'y no
es capaz de generar suficiente aldosterona y cortisol,
comprometiendo el metabolismo renal. La falta de
aldosterona provoca una inadecuada reabsorcion de
sodio a través del tubulo renal, lo que resulta en
deshidratacion, vémitos, pérdida de peso, hipotension,
hipoglucemia, hiponatremia y acidosis metabdlica
hiperkalémica. Estas crisis de pérdida de sal pueden
comprometer la vida del paciente.

e Hiperplasia suprarrenal forma no clésica (tardia): Se
trata de una forma clinica méas leve, la actividad
enzimatica es moderada (30-40% de actividad), su
incidencia es mayor que la clasica (1 de 200-1000
individuos). La clinica se presenta durante la
infancia tardia, adolescencia o edad adulta incluso
puede haber individuos cuyos sintomas pasen
desapercibidos. Las mujeres no presentan
virilizacion al nacimiento, pero si pueden presentar
pubertad precoz, hirsutismo y alteraciones del ciclo
menstrual. Por otro lado, los hombres pueden
presentar pubertad precoz, infertilidad vy
oligospermia.

El diagnostico bioquimico se realiza en base a la
cuantificacion de la 17 OH-progesterona (170HP), cuyos
niveles dependen del grado de deficiencia de la actividad
enzimatica que viene determinado por el tipo de variante
genética. El diagnostico de la forma clasica de la HSC debe
realizarse al nacimiento, lo antes posible para, si fuera
necesario, instaurar tratamiento de forma precoz y prevenir
las crisis que amenazan la vida del recién nacido y puede
dejar secuelas irreversibles, como dafio cerebral secundario
a la hiponatremia.

La deteccion precoz de HSC estd recomendada en guias
internacionales, basada en la determinacién de 170HP. En
Espafia son muchas las comunidades auténomas en las que
esta determinacion esta incluida en el cribado neonatal que
se realiza a las 48h de vida en sangre capilar. En Espafia se
realiza por inmunofluorescencia y si esta alterado se realiza
una valoracion clinica y analitica del recién nacido, asi como
genotipado del CYP21A2 para confirmar el diagnéstico. Los
valores de normalidad varian para cada laboratorio en
funcion de la técnica utilizada para su determinacion y en
funcién de la edad gestacional, sexo y peso al nacimiento.
Se considera positivo el cribado con valores por encima del
percentil 99. En recién nacidos a término, con peso adecuado
a la edad gestacional, en semana 40 este valor se estima en
torno a 15 nmol/L (13 nmol/L en varones y 12,10 nmol/L en
mujeres) y en recién nacidos pretérmino, 36 semanas de
gestacién, en torno a 30 nmol/L (29,60 nmol/L en varones y
30,60 nmol/L en mujeres).

El diagnoéstico de la forma no clasica ha sido establecido
cuando los niveles basales de 17-OHP son superiores a 5
ng/ml en la fase folicular del ciclo menstrual. Excluyendo el
periodo neonatal, se consideran normales valores basales
inferiores a 2-3 ng/ml. En casos no concluyentes se puede
realizar el test de estimulacion con ACTH endovenoso con
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extraccion basal y a los 60 minutos post-ACTH,
considerandose una respuesta normal valores de 17-OHP a
los 60 min <10ng/mL. La prueba de ACTH es recomendable
incluso con valores normales de 17-OHP, ya que hasta en un
10% de los casos no clasicos, los niveles basales de 17-OHP
son inferiores a 2 ng/ml.

ESTRUCTURA DEL LOCUS CYP21A2

El gen CYP21A2 se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 6 junto con los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Ill. Esta region del cromosoma es
altamente variable entre individuos (polimorfica) y varia tanto
en nimero de copias (CNV) como en variantes genéticas de
un solo nucledtido (SNV). El gen CYP21A2 consta de 10
exones codificantes y traduce para una proteina de 495
aminoacidos.

Este gen se localiza dentro de un complejo conocido como
médulo RCCX donde se encuentra el gen activo (CYP21A2)
y un pseudogen (CYP21A1P) que comparte hasta un 98%
de homologia de secuencia. Ademas esta region incluye
otros genes como RP1, C4, TNXB y sus respectivos
pseudogenes RP2 y TNXA. El pseudogen CYP21A1P se
encuentra inactivo ya que en su secuencia incorpora una
gran cantidad de variantes deletéreas que impiden que se
traduzca a proteina funcional.

Debido a la localizacién y al nimero de regiones homologas
dispuestas en tdndem es una region susceptible de que se
produzcan eventos de recombinacion por alineamientos
erréneos. Asi pues, entre gen y pseudogen existen un alto
namero de conversiones que pueden llevar a la inactivacion
del gen CYP21A2 y producir por tanto un alelo no funcional.

Segln cuantas copias en tandem del médulo se dispongan,
se hablar4d de RCCX monomodular, bimodular, trimodular e
incluso cuatrimodular. El haplotipo bimodular es el mas
frecuente en la poblacion (69%) y comprende los genes-
pseudogenes en la siguiente disposicién: RP1-C4A-
CYP21A1P-TNXA-RP2-C4B-CYP21A2-TNXB (ver figura 2).
En este haplotipo tendremos por tanto una copia del gen 'y
una del pseudogen. En el caso de los monomodulares (17%)
no tendremos ninguna copia del pseudogen pero si una copia
del gen y en trimodulares (14%) tendremos dos copias del
pseudogen y una del gen.

En la gran mayoria de estructuras RCCX el gen CYP21A2 se
encuentra adyacente a TNXB como esta indicado en la figura
2, aunque esto no siempre es asi. Se han descrito casos
donde el gen puede estar duplicado y adyacente a TNXA
(donde estaria localizado el pseudogen). También se han
descrito haplotipos concretos no infrecuentes en la poblacion
con 2 copias del gen activo y 1 copia del pseudogen que se
asocian a variantes patogénicas severas como son la
p.GIn319* y a alelos hibridos CYP21A2/CYP21A1P. Estos
casos concretos han de ser tenidos muy en cuenta en el
diagnoéstico molecular de CYP21A2.

Al tratarse de una region con alta tasa de recombinacion
pueden darse eventos de microconversion entre gen y
pseudogen donde el gen adquiere parte de la secuencia del
pseudogen (alelos no funcionales) o donde el pseudogen
adquiere parte de la secuencia del gen (alelos funcionales),
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estos Ultimos no serian patogénicos ya que el gen se
mantiene activo.

VARIANTES PATOGENICAS Y
GENOTIPO-FENOTIPO

CORRELACION

Existen mas de 200 variantes patogénicas asociadas a déficit
de 210H, no obstante, hay una serie de alteraciones
genéticas muy frecuentes en la poblacion y asociadas a los
distintos fenotipos de hiperplasia. Debido a los eventos de
microconversién, un alelo no funcional puede tener presente
una 0 mas variantes patogénicas en cis (en el mismo
cromosoma) y que derivan de la secuencia del pseudogen,
por lo que siempre esta recomendado el estudio genético en
los progenitores.

La severidad de los signos clinicos va a depender del grado
de déficit enzimatico determinado por el tipo de alteracion
molecular presente en ambos alelos. Las formas graves de
la enfermedad se dan cuando ambos alelos presentan
mutaciones severas, por el contrario, las formas leves
pueden darse en presencia de dos alteraciones leves o la
presencia de una grave y otra leve.

Existe una buena correlacién genotipo-fenotipo. Estudios
funcionales han determinado que las formas pierde sal se
presentan cuando la actividad enzimatica es nula o <2%, las
formas virilizantes simples suceden con una actividad
enzimatica entre el 3-7%, en las que existe una cantidad
suficiente de aldosterona y las formas no clasicas cuando la
actividad enzimética residual es del 20-60 %.

La delecion de aproximadamente 30kb forma alelos hibridos
gen-pseudogen y son muy frecuentes (en torno al 20-25% de
alelos no funcionales). Existen numerosos estudios donde se
reportan este tipo de alteraciones, su frecuencia y su relacion
fenotipica. Son conocidas como quimeras
CYP21A1P/CYP21A2 y se han descrito diferentes tipos
segun el punto de corte (ver figura 3).

Las variantes p.Pro31Leuy p.Val282Leu son muy frecuentes
(p.Val282Leu es responsable del 70% de las no clasicas) y
se encuentran asociadas a formas leves, no obstante,
pueden ir acompafiadas en el mismo alelo con otras
variantes asociandose a fenotipos mas severos, como son
por ejemplo: p.Pro3lLeu + microconversion de la regién
promotora c.[-126C>T; -113G>A; -110T>C; -103A>G] o
p.Val282Leu + ¢.292+5G>A (variante intronica que afecta al
procesamiento del ARN mensajero).

La variante ¢.293-13A/C>G es de las mas frecuentes en
fenotipos pierde sal y se encuentra en el intron 2 del gen. La
presencia en esta posicion de los nucleétidos A y C se
considera normal, por el contrario, la presencia de G es
patogénica ya que altera el procesamiento del ARN
mensajero del gen (splicing). Puede encontrarse de manera
habitual en el mismo alelo con la delecion de 8 nucleétidos
del exdn 3 (c.332_339del). Aunque se han descrito casos de
forma virilizante simple en homocigotos para c.293-
13A/C>G, no es el fenotipo habitual.

La variante p.llel73Asn deja como resultado un alelo
deficiente pero con una actividad residual de la enzima del 1-
2%. Se encuentra asociada a fenotipo clasico virilizante
simple. No obstante, ha sido descrita en algunos casos
asociada a pérdida salina en heterocigosis compuesta con
una variante severa.

Las variantes p.[lle237Asn; p.Val238Glu; p.Met240Lys] son
conocidas como cluster del exén 6, suelen ir en conjunto e
imposibilitan la unién enzima-sustrato. Se encuentran
asociadas a fenotipos severos de pérdida salina.

La variante p.GIn319* provoca un codon de parada
prematuro en la traducciéon y se encuentra asociado con
formas clasicas pierde sal. No obstante, en el 85% de los
casos donde se identifica esta mutacién, coexiste con una
duplicacion completa funcional del gen CYP21A2 (haplotipo
relativamente frecuente en poblaciéon general). Esto podria
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resultar en falsos positivos ya que una persona portadora de
un gen funcional y una copia duplicada con una variante
patogénica en el mismo cromosoma puede ser etiquetada
incorrectamente de portadora. Serian necesarios estudios
adicionales para confirmar que esta copia extra es funcional
y por tanto el alelo no es patogénico.

Nucleétido Aminoéacido Nome'nrjlatura Fenoltlpo
clasica asociado
Delecion 30kb (alelos hibridos) Clasica
Microconversiones CYP21A1P/CYP21A2 pierde sal
€.92C>T p.Pro31Leu P30L No clasica o
leve
Cléasica
€.293- IVS2-13AIC>G pierde
13A/C>G 655AG sal/virilizante
simple
¢.332_339del | p.Glylllvalfs*21 del8pb Clasica
pierde sal
Cléasica
c.518T>A p.llel73Asn 1172N virilizante
simple
Cc.710T>A; p.lle237Asn; Clasica
C.713T>A; p.Val238Glu; Exén 6 cluster ierde sal
C.719T>A p.Met240Lys P
C.844G>T p.Val282Leu V281L No clasica o
leve
¢.923dupT | p.Leu308Phefs*6 F306+T Clasica
pierde sal
Clasica
c.955C>T p.GIn319* Q318X )
pierde sal
¢.1019G>A p.Arg340His R339H No clasica o
leve
Cléasica
pierde
€.1069C>T p.Arg357Trp R356W saljvirilizante
simple
Cléasica
€.1273G>A p.Gly425Ser G424s virilizante
simple
Cléasica
¢.1280G>A p.Arg427His RA426H pierde
sallvirilizante
simple
¢.1360C>T p.Pro454Ser P453S No ‘i'e""::a °

Tabla 1. Alteraciones frecuentes en el gen CYP21A2 y
fenotipos asociados. Adaptado de: Rodriguez A et al, 2019

GENOTIPADO DE CYP21A2

Teniendo en cuenta la gran variabilidad interindividual se
requiere una gran experiencia del locus a la hora de
interpretar resultados, asi como recurrir al manejo de
distintas técnicas moleculares y la realizacion de estudios de
segregacion en progenitores para dar un diagnéstico
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molecular definitivo y/o un adecuado asesoramiento
genético.

Es altamente recomendable el estudio adicional en
progenitores a la hora de obtener un resultado positivo (una
0 mas variantes patogénicas identificadas), ya que por
eventos de microconversién gen-pseudogen es frecuente
encontrar 2 0 mas variantes patogénicas en el mismo alelo
(configuracion cis) y esto no es suficiente para determinar un
diagndstico molecular de déficit de 210H. Como en cualquier
patologia autosémica recesiva, es necesario identificar una
variante patogénica en cada alelo de gen (configuracion
trans), por ello se debe de ampliar el estudio de las variantes
detectadas en los progenitores del paciente antes de dar un
resultado molecular definitivo.

El estudio de CYP21A2 se puede completar en paralelo con
un estudio indirecto mediante analisis de fragmentos con
microsatélites (STR) localizados en la region HLA y préximos
al locus RCCX que por desequilibrio de ligamiento se
transmiten a la descendencia en conjunto y nos dan una idea
del alelo que se esta transmitiendo al paciente ademas de
detectar posibles casos de consanguinidad no conocida
(confirmacion de haplotipos homocigotos). Debido a la
complejidad del locus y a la gran homologia que comparte
con el pseudogen, es necesario asegurarse una
amplificacion especifica mediante PCR o Long-PCR con
cebadores especificos que hibriden sélo en el gen. Para
poder minimizar los falsos positivos y negativos se tienen que
optimizar adecuadamente las condiciones de PCR y ademas
realizar estudios confirmatorios mediante  técnicas
complementarias o amplificando por PCR con otros
cebadores alternativos. Como primera estrategia se puede
realizar un cribado de las variantes patogénicas mas
frecuentes (vistas anteriormente) que cubre el 95% de los
diagndsticos y completar si fuese necesario el nimero de
copias del gen/pseudogen o incluso realizar la secuenciacion
completa. No es recomendable realizar NGS (secuenciacion
masiva) para el estudio de CYP21A2 debido al numero
variable de copias de pseudogenes y a la gran homologia de
secuencia.

El estudio del gen CYP21A2 se puede abordar de 3 maneras
diferentes: Estudio dirigido a las variantes mas frecuentes,
estudio del niumero de copias (deleciones/duplicaciones) y
estudio del gen completo. Para el estudio dirigido a la
deteccién de variantes frecuentes se pueden utilizar técnicas
como: Hibridacion especifica de alelo (ASO-PCR), PCR y
digestion mediante enzimas de restriccion, PCR especifica
de alelo (ARMS-PCR) y minisecuenciacién. Para el estudio
del nimero de copias se pueden utilizar técnicas como:
Southern Blot (SB), amplificacion multiple de sondas
dependientes de ligacion (MLPA) y PCR a tiempo real o
cuantitativa (RT-PCR). Para el estudio del gen completo se
puede utilizar secuenciacion Sanger.

ESTUDIO DE MUTACIONES FRECUENTES

En la ASO-PCR o hibridacion especifica de alelo se generan
amplificados especificos del gen mediante PCR y posterior
transferencia a una membrana de nylon o nitrocelulosa (dot
blot). Después estos fragmentos son hibridados con sondas
marcadas de unos 19-22 nucleétidos que testan las regiones
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Figura 3. Formacion de alelos hibridos (quimeras) por delecion de aproximadamente
30kb y clasificacion segln su punto de corte. Tomada de: Hannah-Shmouni F et al,

de interés (una sonda hibrida en la secuencia wild type y otra
sonda en la secuencia mutada), finalmente reveladas e
interpretadas.

En la minisecuenciacion un cebador se hibrida al ADN junto
al sitio de la variante que se desea ‘interrogar’. Se afiaden 4
didesoxirribonucleétidos (ddNTPs) marcados con cuatro
fluorocromos diferentes sin afiadir ningin dNTP, para que
s6lo se incorpore el fluorescente y se pare la reaccion. La
base que se afade en la reaccion sera la complementaria a
la cadena y el fluorocromo es visualizado por analisis de
fragmentos mediante electroforesis capilar. Este método
puede ser optimizado en una reaccion multiplex con
cebadores de tamafio variable afiadiendo en el extremo 5’
del cebador una secuencia (por ejemplo: poliT) para poder
separarlos y facilitar su identificacion en la electroforesis
capilar (ver figura 4).

La ASO-PCR y la minisecuenciacién son de los métodos mas
utilizados para el estudio de mutaciones frecuentes ya que
permiten valorar una gran cantidad de muestras simultaneas.
Son métodos rapidos, coste-efectivos, con alto rendimiento y
detectan microconversiones. No obstante, solo permiten
determinar la presencia/ausencia de aquellas variantes para
los que son disefiados y no permiten detectar variantes
nuevas.

2017

ESTUDIO DEL NUMERO DE COPIAS (DELECIONES Y/O
DUPLICACIONES)

El MLPA (amplificacion mdaltiple de sondas dependientes de
ligacion) consiste en un método semicuantitativo que permite
determinar el nimero de copias de un gen o regién de
interés. Los kits estan disefiados con sondas especificas
para el gen e hibridan en la mayoria de exones codificantes.
Después de la hibridacion estas sondas son ligadas, de tal
modo que solo van a ser amplificadas si la ligacion ha sido
correcta (cada sonda es doble e hibrida en regiones
contiguas). Una vez ligadas son amplificadas en una
reaccion multiplex por cebadores universales en los
extremos, los fragmentos resultantes son analizados por
electroforesis capilar mediante una comparativa de la
fluorescencia con respecto de muestras controles. El nimero
de productos de ligacion de la sonda es pues una medida del
namero de secuencias diana presentes en la muestra. En el
caso del kit de MLPA para CYP21A2 las sondas son
disefiadas para hibridar y ligarse en las regiones donde
existen las diferencias nucleotidicas entre gen y pseudogen,
de este modo permiten analizar el niUmero de copias tanto
del pseudogen como del gen (locus RCCX), ademas
permiten visualizar las posibles microconversiones y sus
puntos de corte entre CYP21A1P y CYP21A2. Si bien es una
técnica robusta tiene sus limitaciones como: sensibilidad a
contaminantes, incapacidad para detectar anomalias a nivel
de célula unica, no tienen sondas disefiadas para todas las
mutaciones frecuentes, sensibilidad a nuevas variantes
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Figura 4. Andlisis mediante minisecuenciacion de las mutaciones frecuentes en el gen CYP21A2. (A)
Esquema de las 9 mutaciones estudiadas en el ensayo. (B) Resultado negativo para las mutaciones
frecuentes estudiadas, todas ellas homocigotas para wild type, excepto el polimorfismo A/C del intron 2
que se encuentra en heterocigosis. (C) Mezcla de amplificados para gen y pseudogen que revela todas
las variantes en heterocigosis (excepto la P453S que no deriva del pseudogen). (D) Resultado de
amplificacion especifica de pseudogen que revela todas las mutaciones patogénicas en homocigosis,
excepto P453S. Tomado de: Krone N et al, 2002

cerca de un sitio de ligacién de sonda que pueden generar interpretacion conjunta a métodos como minisecuenciacion,
falsos positivos y las duplicaciones en un alelo pueden ASO-PCR o secuenciacion Sanger.

enmascarar deleciones en el otro. El MLPA es una buena

opcion como técnica complementaria y es necesaria una
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ESTUDIO DEL GEN COMPLETO

La secuenciacion Sanger todavia se utiliza ampliamente para
la secuenciacién de fragmentos individuales de ADN. El
fragmento de interés es amplificado mediante PCR para
obtener suficiente producto de partida, luego se purifica para
obtener soélo el fragmento de doble cadena y eliminar primer
residual y finalmente se realiza una segunda PCR (reaccion
Sanger) pero utilizando ddNTP (didesoxinucleétidos) de los
cuatro nucleétidos (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), cada
uno etiquetado con un fluorocromo de diferente color, y a
menor concentracion que los dNTPs normales. Una vez que
se ha agregado un didesoxinucleétido a la cadena, no hay
hidroxilo disponible y no se pueden agregar mas nucleétidos.
La cadena termina con el didesoxinucleétido, que esta
marcado con un color particular dependiendo de la base (A,
T, C o G) que porta. Por ultimo, estos fragmentos son
separados por tamafio mediante electroforesis capilar y la
fluorescencia es captada por un laser. Hoy en dia, con el
equipo y los materiales adecuados, secuenciar un fragmento
corto de ADN es relativamente sencillo.

El abordaje mediante Sanger para CYP21A2 ha sido
publicado con numerosas y variadas estrategias en la
bibliografia. Los cebadores deben ser disefiados con cautela
y es recomendable el estudio del gen mediante fragmentos
de PCR solapantes de tal modo que multiples variantes
patogénicas queden cubiertas por dos amplicones
diferentes. Se puede realizar una Long-PCR con cebadores
especificos que hibridan en el gen TNXB (gen adyacente al
CYP21A2) y después realizar PCR secundarias (nested
PCR) en diferentes fragmentos. También pueden
aprovecharse las diferencias nucleotidicas que difieren con
el pseudogen para el disefio de cebadores (como son el
cluster del ex6n 6 o la delecion de 8 nucleétidos del exdn 3).
Este método es muy efectivo en cuanto a detecciéon de
nuevas variantes patogénicas y la deteccion de los puntos de
corte de la quimera CYP21A1P/CYP21A2. No obstante,
existen riesgos de falsos positivos y negativos si los
cebadores no estan bien disefiados o si el locus RCCX a
estudiar es altamente complejo, por ello en muchos casos es
necesario el estudio complementario con otras técnicas
como es el MLPA para evaluar las dosis de gen/pseudogen
y confirmar eventos de microconversion que sean
identificados.

ASESORAMIENTO GENETICO

El asesoramiento de la HSC esta indicado en portadores y
afectos de variantes severas en CYP21A2. La correlacion
genotipo-fenotipo en esta enfermedad es alta:

- La presencia de dos variantes leves 0 una variante
severa y una leve se manifestara como forma no clasica
o tardia.

- En los portadores de dos variantes severas la
enfermedad puede manifestarse como forma clasica con
virilizacién prenatal en niflas recién nacidas (se
recomienda iniciar tratamiento en las primeras 6-8
semanas de gestacion) o el grave sindrome pierde sal
de aparicion en las primeras semanas de vida.

El patron de herencia de esta enfermedad es autosémico
recesivo, es decir, requiere una variante patogénica en cada
uno de los dos alelos del gen (homocigosis o heterocigosis
compuesta) para que se manifieste la enfermedad.

Los progenitores de un afecto, en la mayoria de los casos,
son portadores heterocigotos obligados de una variante en el
gen CYP21A2 y en esta situacion, tienen un riesgo de
descendencia afecta del 25%, de descendencia portadora
heterocigota sana del 50% y un 25% que no portan ninguna
variante de sus progenitores.

Los heterocigotos son asintomaticos, pero pueden tener
niveles de 17-OHP ligeramente elevados cuando se
estimulan con ACTH, en comparacién con los individuos con
dos alelos normales. Puede ocurrir que, a raiz de este
estudio, se identifique que un progenitor fuera afecto de una
forma no clasica no diagnosticada.

Aproximadamente el 1% de las variantes patogénicas de
CYP21A2 en un probando ocurren de novo, es decir, uno de
sus progenitores no es portador de ninguna de las variantes
de su hijo afecto. En esta situacion no se puede excluir la
existencia de un mosaicismo germinal en este progenitor (es
decir, que la variante esté presenta en un porcentaje de sus
gametos), por lo que el riesgo de descendencia afecta en
esta pareja se estima un 1% superior al de la poblacion
general.

Un individuo afecto (2 variantes patogénicas en heterocigosis
compuesta en el gen CYP21A2) transmite siempre una
variante patogénica a su descendencia por lo que el riesgo
de descendencia afecta dependera del estado de portador
de su pareja reproductiva. Una de cada 9-10 personas de la
poblacién general es portadora heterocigota de una variante
leve y 1/50-60 de variantes severas. Por tanto, en el
momento que el afecto desee descendencia, esta indicado
realizar estudio molecular del gen CYP21A2 a su pareja
reproductiva para determinar si es portadora de una variante
severa en dicho gen y dar un adecuado asesoramiento
genético. Si su pareja fuera portadora de una variante
patogénica en dicho gen el riesgo de descendencia afecta es
del 50% en cada embarazo. Si la pareja no es portadora
tienen riesgo de descendencia portadora asintomatica de
una de las variantes del afecto.

Una vez conocidas las variantes familiares, en el caso de ser
variantes severas, esta indicado realizar estudio de
portadores a los familiares en riesgo (hermanos del afecto y
padres y/o hermanos de cada uno de los progenitores del
afecto) y en los que resulten portadores esti indicado
continuar con el resto de familiares en riesgo y recibir
asesoramiento genético.

El momento Optimo para determinar el riesgo genético,
aclarar el estado de portador y discutir la disponibilidad de
pruebas prenatales es antes del embarazo. Esta indicado
realizar el estudio molecular del gen CYP21A2 a la pareja
reproductiva de los portadores de una variante severa, en el
momento que deseen descendencia, para determinar si es
portadora de una variante severa en dicho gen y dar un
adecuado asesoramiento genético.

145



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

semana. Con ello se evita el tratamiento de fetos varones
pero no evita el de nifias no afectas. Para determinar el
genotipo del feto se puede recurrir al diagnéstico prenatal en
vellosidad corial a la semana 12 de gestacién o en liquido
amniético en la semana 15-16 de gestacion.

El diagnéstico y tratamiento prenatal: Esta indicado sélo en
embarazos de riesgo de la forma clasica para evitar
virilizacién de los genitales externos en fetos de mujeres
afectadas. Para ello se puede realizar estudio de ADN fetal
en sangre materna que permite determinar el sexo a partir de
la 62 semana, aunque alcanza sensibilidad al 100% en la 102
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CONCLUSIONES

El déficit de 21-hidroxilasa, codificada por el gen
CYP21A2, es responsable del 95% de hiperplasia
suprarrenal congénita. La prevalencia en la poblacién de
este trastorno es de 1/200 en la forma leve o tardia y
1/10.000 en la forma severa o clasica.

Es fundamental el cribado neonatal de 17-OHP para
instaurar tratamiento de forma precoz y evitar la
potencial mortalidad de una crisis suprarrenal y el dafio
cerebral irreversible secundario a la hiponatremia.

El locus RCCX es una region variable donde existe un
pseudogen con 98% de homologia duplicado en
tandem, lo que dificulta su andlisis e interpretacion. Un
25% de variantes patogénicas se deben a eventos de
microconversion o deleciones de la region que genera
alelos hibridos CYP21A1P/CYP21A2 no funcionales. A
menudo es necesario el uso de varias técnicas
complementarias de biologia molecular para su correcto
andlisis e interpretacion

Ante un cribado de mutaciones positivo son requeridos
estudios de segregacion para determinar la fase de
estas variantes y confirmar que se encuentran cada una
en un alelo del gen.

El abordaje mediante otras técnicas indirectas como
estudio mediante microsatélites nos puede ayudar a
interpretar estos estudios, ya sea por datos de
segregacion discordantes, consanguinidad no conocida
0 incluso confirmar filiacién genética para variantes de
novo, originadas en el 1% de los casos.

Se requiere gran conocimiento de las variantes
patogénicas frecuentes y su asociacion con fenotipo
severo o leve. Debemos de realizar estudios adicionales
en caso de que el fenotipo no correlacione con el
genotipo identificado, en especial atencién a variantes
de fenotipo leve como son p.Pro31Leu y p.Val282Leu
gue junto con otras variantes en cis dan lugar a fenotipo
severo (microconversién del promotor o variantes
intronicas). También hay que recordar que la variante
severa p.GIn319* en la mayoria de los casos coexiste
con una duplicacion génica funcional del gen, por lo que
es necesario evaluar el nimero de copias.

Esta indicado el asesoramiento genético en portadores
y afectos de variantes severas. Las variantes severas en
heterocigosis compuesta con variante leve dan lugar a
la forma no clasica o tardia de la enfermedad, mientras
que la presencia de dos variantes severas da lugar a un
fenotipo clasico o severo.
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ENTENDIENDO LAS LIMITACIONES DE LAS TECNICAS DE
BIOLOGIA MOLECULAR. PCR DIGITAL: A PROPOSITO DE UN
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EXPOSICION DEL CASO

Mujer de 10 afios en seguimiento por sospecha de miopatia
congénita. Pies zambos congénitos intervenidos. A los 11
meses destaca facies miopatica, tetraparesia leve proximal
de predominio escapular e hiporreflexia osteotendinosa
generalizada. Ductus arterioso persistente con leve
repercusion hemodinamica y una funcién miocardica normal.
Inicio de la marcha a los 18 meses; se levanta con maniobra
de Gowers. Buen desarrollo del lenguaje.

Antecedentes familiares: Padres no consanguineos,
procedentes de Madrid. Hermana de 18 afios con sospecha
de miopatia congénita multi-minicore sin confirmacion
molecular tras el estudio de un panel de genes (N=238)
relacionados con miopatias congénitas, en el que destaca la
presencia en heterocigosis de la variante de significado
clinico incierto (VSCI) ¢.18748T>C (p.Ser6250Pro) en el gen
TTN (NM_133378.4).

Ante la alta sospecha de que se tratara de una enfermedad
genética, se solicita un nuevo estudio de exoma dirigido al
estudio miopatias al servicio de Genética del hospital 12 de
Octubre.

TITINA. CONCEPTOS BASICOS

El gen TTN (*188840) con 364 exones, se localiza en 2q13.2
y codifica para la titina, la proteina humana de mayor tamafio
(4200kDa). La titina es una proteina importante en la
contraccion muscular que se extiende desde el disco Z hasta
la banda M dentro del sarcémero (ver anexo 1). Esta
compuesta por mdltiples dominios repetidos de tipo
inmunoglobulina (1g) y fibronectina tipo 3 (FN3) intercalados
por regiones de secuencia Unica, una region repetitiva PEVK
y un dominio serina treonina quinasa (TK) (ver anexo 1).
Debido a un splicing alternativo, se conocen las siguientes
isoformas: i) N2A (expresion mayoritariamente esquelética
con 312 exones); ii) N2BA (expresion mayoritariamente
cardiaca con 313 exones) y iii) N2B, Novex-1, Novex-2,
Novex-3: cuatro isoformas de expresion cardiaca de menor
tamafio. Asimismo, cabe destacar la isoforma tedrica inferida
gue incluye todos los exones salvo el 48 (363 exones) y que
se corresponde al transcrito NM_001267550.1, sobre el cual
se recomienda referenciar las variantes en TTN (ver anexo

1). Toda esta gran complejidad de la proteina y de sus
distintas isoformas dificulta mucho la interpretacion de las
variantes en el gen TTN. Por ello, es especialmente

importante realizar un analisis cauteloso de las mismas,
siempre dirigido por el fenotipo y sospecha clinica del
paciente.

Las variantes patogenicas en TTN se asocian a un amplio
grupo de trastornos musculares y cardiacos con distintos
patrones de herencia: miocardiopatia dilatada (#604145),
miocardiopatia hipertrofica (#613765), miopatia miofibrilar
con insuficiencia respiratoria temprana (#603689) y distrofia
muscular tibial (#600334) con herencia autosémica
dominante y miopatia de aparicibn temprana con
miocardiopatia (#611705) y distrofia muscular de cinturas,
ambas con herencia autosémica recesiva (#608807).

En concreto, las miopatias relacionadas con TTN constituyen
un grupo muy heterogéneo de trastornos musculares con
gran variabilidad en cuanto al modo de herencia (dominante
versus recesivo), edad de aparicién, patron de afectacion
muscular, gravedad y progresion. Tanto es asi que para
unificar los pacientes con miopatia congénita y/o de aparicién
durante la infancia causados por variantes patogénicas en
TTN, se ha sugerido el término “titinopatia congénita” (Oates
et al. 2018), habiéndose descrito recientemente una
correlacion genotipo-fenotipo en relacion a la localizacion de
las variantes sin sentido y la severidad de la enfermedad
(Savarese et al. 2020).

RESOLUCION DEL CASO

En el exoma realizado se analizan aquellas variantes en
genes relacionados con miopatias (N=38) que tras el analisis
bioinformatico (pipeline propio —Karma-) cumplen los criterios
establecidos de calidad y frecuencia. Tras su visualizacién y
andlisis, destaca la presencia en heterocigosis de las
variantes en el gen TTN que se detallan y visualizan en la
tabla 1y figura 1, respectivamente.
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Alineador Prof. Frec.var
Gen HGVSC/HGVSP FILTRO /Genotipador lectura (cigosidad)
TTN
€.22480T7>C BWA BOWTIE
(NM—%°;)26755 (p.Ser7494Pro) PASS IGATK VarDict 77X 42.9 (het)
€.1038_1039insAGT BWA
TTN AAGGCAAA PASS IGATK 94x 33.3 (het)
(NM_00126755 | (p-GIn347Serfs*17)
0.2) c.1041del BWA
(p.Gly348Args*12) PASS /VarDict 99X 197 (he)

Tabla 1. Detalle de las variantes detectadas en el gen de la TTN mediante el estudio de exoma dirigido. Prof.
Lectura=profundidad de lectura; Frec. Var= frecuencia alélica; het=heterocigoto; IGV=Integrative Genomic Viewer

72bp

TTN (NM_001267550.2). Exén 7
€.1038_1039ins? Het

€.1041del? H
/

TTN (NM_001267550.2). Exén 77
€.22480T>C (p.57494P) Het

"
o)

Figura 1. Visualizacion de las variantes detectadas en el gen TTN en el Integrative

Genomics Viewer (IGV). 1A) Visualizacion de la variante ¢.22480T>C (p.S7494P). 1B)

Visualizacion de las variantes ¢.1038_1039insAGTAAGGCAAA (p.GIn347Serfs*17) y
c.1041del (p.Gly348Args*12)
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Figura 2: Visualizacién en el IGV de una delecion en heterocigosis que incluye aproximadamente la mitad del intron 6 y parte del
exon 7 del gen TTN en el probandus. Elaboracion propia
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Destaca que:

- La variante ¢.22480T>C (p.Ser7494Pro) en el gen
TTN detectada en la paciente segun el transcrito
NM_001267550.2 (isoforma inferida) corresponde a
la variante c.18748T>C (p.Ser6250Pro) segun el
transcrito NM_133378.4 (isoforma N2A),
previamente detectada en su hermana afecta.

- Las variantes ¢.1038_1039insAGTAAGGCAAA
(p.GIn347Serfs*17) y c.1041del (p.Gly348Args*12)
en el exén 7, previamente no identificadas en su
hermana afecta, se detectan Unicamente con el
alineador BWA y cada una de ellas con tan solo el
genotipador GATK y VarDict respectivamente (ver
tabla 1).

- La visualizacion de estas alteraciones en IGV
sugiere una posible delecion de aproximadamente
los primeros 40 aminoéacidos del ex6n 7 del gen
TTN, tal y como se observa con la bajada de
cobertura y los cambios detectados en dicha region
(flechas rojas; figura 1B).

El fenotipo de nuestra paciente y su hermana es compatible
con una titinopatia autosémica recesiva, por lo que la VSCI
€.22480T>C (p.Ser7494Pro) detectada en ambas hermanas
junto con la posible delecién del ex6n 7 del gen TTN
Unicamente detectada en nuestra paciente, podria ser
compatible con el diagnéstico clinico de sospecha, de
confirmarse su presencia en heterocigosis compuesta en
ambas hermanas. Con el fin de confirmar la posible delecién
en nuestra paciente, se lleva a cabo una secuenciacion
Sanger del exén 7 del gen TTN, sin que se detecte ninguna
variante patogénica en la secuencia analizada. Ante la
sorpresa de este resultado, se analiza de nuevo y con mas
detalle la imagen en el IGV (figura 2).

En esta ocasidon se observa que la posible delecion en
heterocigosis podria tratarse de una variante en el nimero
de copia (CNV) en heterocigosis que no solo afecta a parte
del ex6n 7 sino también aproximadamente a la mitad del
intron 6, tal y como se evidencia por la presencia de
secuencias capturadas de la paciente que alinean en dicha
region (flecha roja en figura 2). Segun el HGVS (Human
Genome Variation Society; (https://varnomen.hgvs.org/), se
trataria de la delecion c¢.(914+1_915-1) 1037del, y por tanto,
explicaria el resultado sin hallazgos de la secuenciacion
Sanger: los primers de la PCR realizada hibridaban en la
region delecionada y por tanto, Unicamente se estaba
amplificando y detectando el alelo nativo (normal).

Paralelamente, se solicita el archivo FASTQ de la hermana
confirmando que también presenta ambas variantes en
heterocigosis, la variante ¢.22480T>C (p.Ser7494Pro) y la
delecion c¢.(914+1_915-1) 1037del en el gen TTN (figura 3),
pendiente de confirmacién (figura 3).

Dado el tamario, la localizacién de la CNV y la ausencia de
sondas en dicha regién, no es posible su confirmacion
mediante CGH-array. Tampoco es posible su estudio
mediante  MLPA  (Multiplex-Ligation-dependent Probe
Amplification). Por tanto, es necesario recurrir a la técnica de
la PCR Digital (dPCR) que, gracias a su facil disefio, es muy
util para la deteccion de este tipo de CNVs.
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Figura 3. Imagen comparativa de la delecién
€.(914+1_915-1) 1037del en el probandus, su hermana
afecta y un control negativo. Elaboracion propia

Se disefiaron los primers especificos flanqueantes a la region
de interés y una sonda marcada con el fluoréforo FAM
localizada entre exén 7 e intrén 6 (figura 4). Con el fin de
posteriormente normalizar los datos, se disefiaron también
primers especificos flanqueantes al exén 2 del gen HBB (gen
de expresién ubicua localizado en 11p15.4 (B-globina;
*141900)), y una sonda especifica de dicha region marcada
con el fluoréforo VIC.

Emmi
nmmi H
i

e memesees
TN O A 00 T

™

Primer F

Primer R

Sonda marcada
FAM

Figura 4: Disefio de los primers y la sonda marcada en FAM

para el estudio de confirmacion de la CNV mediante PCR
digital. Elaboracion propia
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MUESTRAS RESULTADO OBTENIDO
COPIAS/ul VIC COPIAS/ul FAM
CHIP PORCENTAJE
(B-globina) (ex6n 7 TTN)
54*
Probandus D050GJ 1082,7 585,5
*Delecién heterocigosis
Hermana de 49%
DO5P9F 296,18 145,43
probandus *Delecion heterocigosis
WT DO50RC 1013,3 982,95 97

Tabla 2: Resultados de la dPCR. Datos obtenidos y proporcionados por IMEGEN (Instituto de Medicina Gendmica)

Como comentaremos mas adelante, tras la particion de la
muestra y la cuantificacién absoluta de cada una de las
sefiales durante la dPCR, éstas se normalizan y comparan.
En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos: las
sefiales de FAM (CNV en estudio) con respecto a las sefiales
VIC (B-globina) son, aproximadamente, la mitad en la
paciente (585,5 vs 1082) y en su hermana (145,43 vs
296,18). En la muestra control, sin embargo, las sefiales FAM
y VIC son similares (982,95 vs 1013,3). Estos resultados
confirman la presencia de la deleciéon en heterocigosis en
ambas hermanas. Los resultados de la dPCR de la paciente
se muestran en la figura 5.

Imagen dPCR de probandus

WL FAM+VIC

vic

Figura 5. Imagen de los resultados de la dPCR
en la paciente. Elaboracion propia

Por tanto, nuestra paciente y su hermana, ambas con
sospecha de miopatia congénita, son heterocigotas para las
variantes  €.22480T>C  (pS7494P) y la delecion
c.(914+1_915-1)_1037del en el gen TTN:

- Lavariante ¢.22480T>C (pS7494P) en el gen TTN,
es una transicion de una T por una C (c.18748T>C)
que a nivel de la proteina produce,
presumiblemente, el cambio de la Serina de la
posicion 6250 por una Prolina (p.S6250P). Este
cambio no ha sido descrito previamente en la
literatura ni en las bases de datos consultadas (-
gnomAD-). Se localiza en banda |, en el dominio “Ig-
like 53" de la proteina y 5 de los 12 programas de
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prediccion in silico utilizados, predice un efecto
patogénico para la variante.

- La delecién c.(914+1_915-1)_1037del en el gen
TTN, comprende desde aproximadamente la
posicion 1655 del intrén 6 hasta la posicién 1037 del
exon 7 del gen. Se trata de una variante localizada
en banda Z, que no se encuentra publicada en las
bases de datos poblacionales consultadas y, hasta
nuestro conocimiento, tampoco se ha reportado en
la literatura cientifica en pacientes afectos. Sin
embargo, si se ha descrito la presencia de variantes
de pérdida de funcién en el gen TTN como un
mecanismo de patogenicidad.

En base a la evidencia cientifica actual y teniendo en cuenta
el fenotipo de las hermanas, se consideran ambas variantes
probablemente patogénicas segin los criterios ACMG
(Richards et al. 2015). A falta del estudio de segregacion en
los padres que nos permitira confirmar que se tratan de
variantes en heterocigosis compuesta y reclasificar las

variantes a patogénicas, estos resultados son compatibles
con el diagnéstico de titinopatia congénita autosdmica
recesiva en ambas hermanas.

CONCEPTOS BASICOS DE LA PCR DIGITAL

La PCR digital (dPCR) fue desarrollada con el fin de detectar
muy pequefias cantidades de &cidos nucleicos y/o variantes
genéticas con frecuencias alélicas muy bajas, pero
actualmente tiene multiples aplicaciones en el campo de la
Biomedicina: i) deteccion de variantes de numero de copias,
i) identificaciéon microbioldgica y cuantificacion de bacterias
y virus, iii) analisis de expresion de microRNA o iii) estudio
del ADN fetal circulante en sangre materna para la deteccion
de sexo fetal, Rh fetal, enfermedades monogénicas en
sangre materna, entre otras.

Se trata de una técnica muy sensible que combina la
sencillez de la PCR tradicional con la capacidad de
cuantificacion de la PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR). A
diferencia de ésta, permite una cuantificacion absoluta de la
molécula de ADN diana sin necesidad de estandares de
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calibracién, lo que la convierte en un proceso sencillo, rapido
y preciso. Ademas, es menos dependiente de factores
externos que puedan afectan a la eficiencia de la PCR y su
disefio es sencillo convirtiéndola asimismo en una técnica
reproducible.

Su principio basico consiste en una dilucion y divisién
limitante de la muestra en millones de unidades que,
idealmente, contiene una o ninguna molécula de ADN diana.
Cada una de estas unidades constituye un microreactor
individual con todos los reactivos necesarios, incluyendo
sondas especificas marcadas, para llevar a cabo la reaccién
de PCR: si contiene una o ninguna molécula, se producira
una sefial positiva (1) o negativa (0), respectivamente. Se
trata de una cuantificacion binaria (de ahi el término “digital”)
que depende de la distribucion aleatoria de moléculas en
muchas particiones la cual sigue una distribucién de Poisson.
Conociendo el volumen de reaccion en cada una de las
unidades, y el nimero total de unidades de particion, es
posible determinar la concentracion absoluta de la molécula
diana. A mayor nimero de particiones, mayor sera la
precision del ensayo.

En la figura 6 se muestran el principio basico y las distintas
fases de la técnica dPCR: a) Preparacion de la muestra, b)
Particion; c) Amplificacion y d) Deteccion.

Preparaciondela  Particion de la
muestra muestra

Amplificacion Deteccion

Figura 6. Principios de la PCR digital: La muestra se divide
en muchas particiones independientes, de modo que cada
una contiene ninguna o unas pocas moléculas diana que se
detectan por fluorescencia tras la amplificacion. La relacion
de particiones positivas (presencia de fluorescencia) sobre
el nimero total permite determinar la concentracion de la
molécula diana en la muestra. Obtenido de Quan, Sauzade,
and Brouzes, 2018

Tradicionalmente, la dPCR requeria la realizacion previa de
diluciones seriadas. Actualmente, gracias a los avances
tecnoldgicos, la particién de la muestra puede realizarse de
manera automatica limitando el uso de reactivos. Existen dos
modalidades de particion: i) particion basada en la quimica
de la emulsién vy ii) particion basada en un sistema de
microfluidico. El primero se trata de un sistema que crea
emulsiones de gotitas en un medio oleoso (droplet-digital
PCR ddPCR) mientras que el segundo se trata de un sistema
microcanal fisico (de superficie o capilar) disefiado en placas
0 matrices donde se produce la particién de la muestra (mas
informacion en (Quan, Sauzade, and Brouzes 2018).

De entre sus miltiples aplicaciones en el campo de la
Biomedicina, tal y como se ha descrito en el caso expuesto,

destaca la posibilidad de detectar CNVs que no podrian
analizarse mediante otros métodos alternativos tales como
array-CGH o MLPA por falta de disponibilidad. El disefio de
una dPCR es sencillo y accesible, lo que permite y facilita el
estudio de estas regiones del genoma, mejorando en ultimo
término nuestra capacidad diagndstica.

ASPECTOS IMPORTANTE APRENDIDOS DURANTE LA
EXPOSICION DEL CASO:

1. No existe una técnica molecular universal que nos
permita detectar todo tipo de alteraciones. Cada
técnica tiene sus limitaciones y es vital entender y
analizar cada una de ellas en detalle para su buen
uso y para una correcta interpretacion de las
mismas.

2. Cuando nos referimos a una variante genética es
muy importante indicar siempre el transcrito al que
hace referencia. Esta es la Gnica manera de poder
estandarizar y asegurarnos de que el estudio y su
interpretacion es el adecuado.

3. Para mejorar el rendimiento diagndstico mediante
NGS, es fundamental disponer de un muy buen
analisis bioinformatico que siga todas las
recomendaciones establecidas (Roy et al. 2018). El
uso de pipelines que utlicen al menos dos
alineadores y dos genotipadores, como se muestra
en este ejemplo, es de gran importancia.

4. Elgen TTN (*188840; 2g13.2) codifica para la titina,
la proteina humana conocida de mayor tamafio. Su
estructura es compleja y existen distintas isoformas
con expresion cardiaca y/o esquelética. Las
variantes patogénicas en este gen se han asociado
a diversos trastornos cardiacos y musculares,
siendo estos Ultimos muy heterogéneos y con gran
variabilidad fenotipica. La interpretacion de las
variantes en TTN debe realizarse de manera
cautelosa, siempre considerando el fenotipo del
paciente.

5. La PCR digital (dPCR) se trata de una técnica
novedosa, reproducible y muy sensible que, a
diferencia de la gPCR, permite una cuantificacion
absoluta de los acidos nucleicos sin la necesidad de
calibradores ni estandares internos. Gracias a que
su disefio es sencillo, se trata de una técnica muy
util para la deteccion de CNVs asi como para la
deteccién de variantes con muy baja frecuencia
alélica, entre otras muchas aplicaciones en el
campo de la Biomedicina (oncologia, microbiologia,
diagndstico prenatal etc)

6. El diagnéstico de las enfermedades raras es
complejo y, en general, supone un ndmero elevado
de pruebas y sucesivas consultas, lo cual se
traduce en largos afios de espera hasta la obtencion
de un diagnéstico molecular concluyente (10 y 19
afios en nuestro caso). El trabajo multidisciplinar y
en equipo es vital para reducir estos tiempos y
mejorar el diagndstico de los pacientes.
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ANEXO 1
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Figura 1. Estructura molecular de la titina. Obtenida de Savarese et al, 2016

A) Vista esguematica del sarcomero, con filamentos de
titina en rojo. La molécula de titina se extiende
desde el disco Z hasta la banda M.

B) Estructura modular de la proteina titina (isoforma
inferida). Se compone de cuatro partes principales
(disco Z, banda |, banda Ay banda M) y de dominios
repetidos de tipo inmunoglobulina (Ig) y fibronectina
tipo 3 (FN3), intercalados por regiones de secuencia
Unica. También contiene la region repetitiva PEVK
en la banda |, y un dominio serina treonina quinasa
(TK) en la M -banda. Se compone principalmente de
dominios similares a inmunoglobulina (Ig; rojo) y
similares a fibronectina tipo 3 (FN3; blanco)
repetidos. Las interacciones proteicas de las
diferentes partes de la titina se resumen debajo del
diagrama.

C) Principales de isoformas de la titina (NCBI RefSeq)
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INTRODUCCION

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer
es una de las causas predominantes de muerte en el mundo?
aunque en la ultima década se observa una tendencia
negativa en esta mortalidad gracias al desarrollo de nuevas
técnicas que permiten el diagnostico precoz, la
monitorizacion de la enfermedad y, en consecuencia, la
administracion de un tratamiento adecuado?.

Hasta ahora, uno de los métodos de eleccién en el
diagnostico tumoral es la conocida biopsia donde se extraen
y analizan células o tejidos, tumoral o probablemente
tumoral, para determinar la patogenicidad de este. Este
procedimiento, en algunos casos, es enormemente invasivo
y conlleva riesgos asociados a la intervencion quirdrgica.
Ademas, puesto que tumores primarios y zonas
metastasicas desarrollan diferencias genémicas en relacién
con el material genético normal del individuo y en ocasiones,
diferencias gendémicas entre ellos, realizar biopsias
convencionales puede no resultar representativo del estado
del tumor3. Estos inconvenientes son los que han promovido
la investigacion y el desarrollo de nuevas técnicas o estudio
de biomarcadores cuyos riesgos para con el paciente sean
considerablemente menores y cuyos resultados aporten gran
informacion acerca del estadio del tumor, la localizacién y el
tratamiento mas adecuado de este.

Un biomarcador es “una caracteristica o cambio fisiologico,
bioquimico o morfolégico medible y evaluable a nivel
molecular, bioquimico o celular que actda como indicador de
un proceso biolégico normal o patolégico, 0 como respuesta
a una intervencién terapéutica™. La definicion de
biomarcador la podemos extrapolar al ambito oncolégico,
donde se encuentran los marcadores tumorales. Estos
marcadores incluyen una amplia variedad de moléculas
“producidas o inducidas por la célula neoplasica, que reflejan
su crecimiento y/o actividad y que permiten conocer la
presencia, la evolucién o la respuesta terapéutica de un
tumor maligno”. La mayoria de estos marcadores tumorales
no son especificos de las células neoplasicas ya que también
aparecen en bajos niveles en ausencia de tumor o en altas
concentraciones ante diversas patologias benignas, por
ejemplo, la alfa feto proteina (AFP) es indicativa, en
concentraciones muy altas, de tumores hepéticos, ovaricos o
testiculares; aunque puede verse elevada en enfermedades
hepatobiliares o la beta gonadotropina coriénica humana (B-
hCG) indicativa de tumores testiculares y ovaricos pero muy
elevada en mujeres gestantes®.

La revolucion en el campo de los biomarcadores ha llegado
con la biopsia liquida (también conocida como “test de ADN
tumoral circulante o test de biomarcadores basados en la
sangre”®) es una técnica de diagnéstico no invasiva donde se
analizan biomarcadores circulantes en liquidos biolégicos,
mayoritariamente sangre, aunque también se puede analizar
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orina o liquido cefalorraquideo, entre otros’. En este caso, se
ha descubierto la liberacion al torrente sanguineo, no solo de
moléculas, sino también de estructuras celulares y
componentes macromoleculares. Entre estos biomarcadores
destacan las células tumorales circulantes (CTCs) y ADN
tumoral circulante (ADNtc), procedentes tanto del tumor
primario como de las distintas zonas metastasicas®. Una de
las grandes ventajas es que estos biomarcadores son
especificos del tumor, a diferencia de otros marcadores
tumorales, como los previamente mencionados. Ademas, la
muestra, al tratarse generalmente de sangre periférica, es de
facil acceso, lo que permite la extraccion repetida del
espécimen y, por tanto, favorece el seguimiento del tumor y
la monitorizacion del tratamiento®.

ADN TUMORAL CIRCULANTE

El ADN tumoral circulante es lo que se conoce como el ADN
libre circulante especifico de tumor (de doble cadena o de
cadena sencilla), que puede aparecer en plasma®, plaquetas,
exosomas o0 en la capa leucocitaria®. Alberga las
mutaciones presentes en el tumor original y gracias a que
estas aparecen en células pretumorales y su genoma puede
ser ya vertido al torrente sanguineo, nos va a permitir
detectar el cancer en estadios muy tempranos de la
enfermedad'’. Normalmente se buscan mutaciones
puntuales en genes concretos que son caracteristicos del
tipo de tumor, como por ejemplo KRAS, P53 y CDKN2A en
adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC), aunque en
otros casos, es conveniente el estudio de paneles mas
amplios puesto que pueden verse afectados otros genes,
aungue aparezcan con menos frecuencia en la poblacion??.

e Estudio de ADN tumoral circulante

Para el estudio de ADNtc se ha de tener en cuenta que su
variabilidad tanto intra como interindividual es muy elevada
(entre el 0,01% y el 93% del ADN libre circulante puede
derivar de tumor) por lo que se precisan equipos muy
sensibles y especificos para detectar las bajas tasas de
mutacién'3. Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva
(NGS), o distintas variantes de la PCR, como la PCR digital
(dPCR), han permitido la deteccién de mutaciones ligadas al
tumor, aungue su proporcién sea minoritaria?.

A pesar de que las técnicas de secuenciacion de nueva
generacién poseen una tasa de deteccion alta, no es tan alta
como las técnicas basadas en la PCR. Los equipos de NGS
poseen una sensibilidad de 1-5% mientras que las técnicas
basadas en PCR, permiten la deteccién de mutaciones que
se encuentran en una proporcion de hasta el 0.01%. Por ello,
estas ultimas son mas adecuadas para el estudio de cambios
en mutaciones conocidas!?! tras la administracion del
tratamiento mientras que las técnicas de NGS son mas
adecuadas para el descubrimiento de mutaciones nuevas!?,
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utilizandose estas técnicas NGS para el diagnéstico tumoral
y las técnicas basadas en la PCR para el seguimiento del
mismo.

CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

Las células tumorales circulantes son células tumorales
epiteliales, cuyo tamafio ronda entre 4 y 30 um?®, que
aparecen en sangre periférica tras ser liberadas por el
tumor®. Suelen aparecer en un estadio tumoral temprano,
siendo esto una de las grandes ventajas del estudio de este
biomarcador. Hay que tener en cuenta que estas CTCs no
solo proceden del tumor primario, sino que también pueden
proceder de las diferentes recidivas y zonas metastéasicas,
por lo que sus caracteristicas genéticas pueden variar entre
si y, asi, aportan informacion uUnica del tumor y su
metastasis’®.

Estas células expresan marcadores epiteliales, aunque
algunas pueden experimentar una transicion epitelio-
mesenquimal'”  desdiferenciandose y adquiriendo
propiedades mesenquimales propias de células madre,
como resistencia a la apoptosis 0 aumento de la movilidad e
invasividad. Este proceso es crucial en el desarrollo de un
tumor’® y es el que le proporciona la agresividad
caracteristica'®>. Por lo tanto, la expresion o no de
marcadores epiteliales, como EpCAM (molécula de adhesién
de células epiteliales) o citoqueratina, y la diferencia en
cuanto al tamafio entre células normales y tumorales,
permiten el aislamiento y estudio de las CTCs por técnicas
basadas en propiedades morfoldgicas?.

Una de las desventajas del estudio de CTCs es que la
cantidad de estas vertidas al torrente sanguineo por parte del
tumor suele ser baja (1 CTC de cada 10° células sanguineas
en pacientes con metastasis) y, ademas, la concentracion
suele variar segun el tipo de tumor'®, por lo que pueden ser
dificiles de estudiar y es necesario un cuidadoso aislamiento
y enriquecimiento. Sin embargo, encontramos variaciones
intraindividuales ya que en un mismo paciente la cantidad de
CTCs varia a lo largo del tiempo en relacion a la eficacia del
tratamiento que se le ha administrado o realizado (como
quimioterapia o cirugia), siendo la deteccion de CTCs un
buen biomarcador de seguimiento y pronéstico de la
enfermedad®. Ademas, el estudio de CTCs permite estudiar
desde el genoma hasta el transcriptoma y proteoma de estas
células al contener ARNm del tumor y proteinas?®.

e  Estudio de células tumorales circulantes

En primer lugar, es necesario aislar estas CTCs para luego
estudiar su genoma. Para ello, hay que tener en cuenta
diferentes parametros que deben ser Optimos como
especificidad, sensibilidad, pureza, viabilidad y rendimiento®.
Ademas, este aislamiento resulta dificultoso debido a que la
presencia de estas células en sangre es muy baja® 2° por lo
gque es necesario el uso de técnicas de alta selectividad y
sensibilidad. Entre estas técnicas encontramos métodos de
aislamiento microfluidicos que se benefician de las
diferencias fisicas (tamafio, densidad o caracteristicas
dieléctricas) y moleculares existentes entre las CTCs y las
células sanguineas. Por ejemplo, entre las técnicas que
utilizan la diferencia de tamafio entre CTCs y las demas

Figura 15. Nanodetector GILUPI CellColector®. Tomado
de: https://gilupi.com

células, encontramos el sistema ISET donde se consigue
concentrar las CTCs al hacer pasar la muestra de sangre
total por una membrana porosa con un tamafio de poro de
10 yum?L. Uno de los grandes inconvenientes de esta técnica
es la heterogeneidad, en cuanto a tamafio se refiere, tanto
de células sanguineas como de CTCs?3. Esto impide la
obtencion de un concentrado puro ya que los leucocitos de
mayor tamafio quedaran retenidos en la membrana y las
CTCs de menor tamafio pasaran a través de ella, perdiendo
células que pueden aportar gran informacién acerca del
tumor. Para solventar este inconveniente, se va a aumentar
el tamafio celular al afiadir a la muestra “microbolas”
cubiertas de anticuerpos anti-EpCAM que reconoceran a las
CTCs que posean esta molécula expresada en su
superficie!®,

Por otro lado, para lidiar con el principal problema en el
estudio de CTCs, la baja concentracion de estas en sangre,
se ha desarrollado un nanodetector (GILUPI CellColector®)
Figura 1 que permite extraer las CTCs directamente in vivo.
Se trata de un dispositivo recolector en forma de aguja que
presenta un nanodetector con anticuerpos anti-EpCAM
unidos. Este dispositivo se introduce en una de las venas del
brazo por donde pasard, durante 30 min, aproximadamente
un litro y medio de sangre. De esta forma, no se obtendran
las CTCs que hay en sangre tras una extraccion aislada de
unos 10 mL de sangre, sino que se obtendran las CTCs
contenidas en un mayor volumen de sangre sin necesidad de
realizar una extraccion sanguinea®®.

APLICACIONES DE LA BIOPSIA LiQUIDA
e Monitorizacién de la enfermedad

Los tumores vierten su contenido al torrente sanguineo de
forma continua. La cuantificacién de estos biomarcadores,
como el ADNtc, permite correlacionar la concentracion de
biomarcador en sangre con el estadio del tumor ya que, a
mayor concentracion, mas avanzado es el estadio del tumorS.
Ademas, se ha demostrado que los pacientes cuya
concentracion de ADNtc sanguineo es menor, gozan de una
probabilidad de supervivencia mayor que si los niveles de
ADNtc fueran mayores?*. El estudio de ADNtc también se
correlaciona con la probabilidad de recurrencia,
especialmente en pacientes con cancer gastroesofagico, de
mama, colorrectal y pancreatico®.
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Ademas, gracias a la escasa invasividad de este
procedimiento, se puede realizar tras las intervenciones
quirdrgicas y la administracion de tratamiento adyuvante,
permitiendo detectar enfermedad minima residual gracias al
corto tiempo de vida media del ADNtc (aproximadamente
unas 2 horas) 314,

e Monitorizacién de resistencias

La resistencia al tratamiento que presentan algunos tumores
es uno de los mayores retos para superar la enfermedad.
Estas resistencias aparecen como resultado de la seleccion
y evolucion clonal del tumor?>:26,

Gracias a la biopsia liquida es posible estudiar el ADNtc, u
otros biomarcadores, tras la administracion del tratamiento y
asi conocer como adquieren resistencia las células
tumorales. Por ejemplo, en un estudio realizado por Murtaza
M. y col.?5, en pacientes con cancer de mama, ovario o
pulmén avanzados, a los que se le tom6 muestra antes de la
administracion del tratamiento y en diversos puntos durante
la toma de este, se ha visto que, tras la administracion de los
farmacos, el genoma tumoral se modifico apareciendo
distintas mutaciones en genes concretos.

Ademas, con el estudio del genoma tumoral no solo se
pueden conocer las mutaciones derivadas de la
administracion de un farmaco, sino que es posible conocer
las mutaciones que posee el tumor que derivaran en una
resistencia a un farmaco concreto permitiendo llevar a cabo
una terapia personalizada®’.

VENTAJAS DE LA BIOPSIA LIQUIDA FRENTE A OTRAS
TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Desde hace muchos afios, la biopsia de tejido ha sido, por
excelencia, la técnica de diagnostico tumoral. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que, en algunos pacientes, el tejido
tumoral es de dificil obtencion por la complejidad del
procedimiento quirdrgico o porque el pequefio tamafio del
tumor hace que sea dificil de alcanzar el tejido adecuado?'?.
Ademas, la heterogeneidad tumoral hace méas complicado
conseguir buenos resultados. Estos problemas se han
solventado con la aparicién de la biopsia liquida ya que, en
principio, aporta la misma informacién genética que la
biopsia de tejido?°, sin embargo, presenta ciertas ventajas.
Entre ellas estan:

— Facilidad de recolecciéon de muestra y minima
invasividad. Al tratarse de una extracciéon de sangre
periférica, se permite la obtencion de forma
reiterada facilitando un mejor seguimiento y
monitorizacién de la enfermedad?®.

— Estudio del mosaico tumoral ya que en sangre
aparecen biomarcadores de las distintas partes del
tumor.

— Diagnéstico precoz al aparecer el ADNtc en el
torrente sanguineo antes de que el tumor sea visible
mediante técnicas de imagen?®.

— Deteccién de micrometastasis mediante el estudio
de CTCs préacticamente imposibles de diagnosticar
por imagen?8,
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Sin embargo, a pesar de la alta especificidad del diagnostico
de mutaciones en ADNtc, no nos podemos olvidar de otros
marcadores tumorales que, en combinacién, nos van a
aportar mayor sensibilidad y especificidad en la deteccién del
cancer. Por ejemplo, en el caso del adenocarcinoma ductal
de péancreas, la combinacion del marcador CA19.9 con el
estudio de ADNtc mediante biopsia liquida, aumenta la
sensibilidad y especificidad de deteccién tumoral. Por ello, el
estudio de marcadores tumorales tradicionalmente
conocidos y la biopsia liquida deben complementarse para
obtener un mejor diagndstico'?.

LIMITACIONES DE LA BIOPSIA LIQUIDA

En cuanto a las limitaciones de la biopsia liquida, aparecen
algunas de ellas inherentes a la naturaleza del biomarcador
y otras derivadas del procedimiento preanalitico y analitico.

— Elevada variabilidad intra e interindividual de ADNtc
por lo que este no se va a detectar en todos los
pacientes con cancer en estadios tempranos. En el
estudio realizado por Pérez-Ramirez y col.?* se
demostré que en todos los pacientes con cancer
pulmonar de células no pequefias en estadio Il, lll 0
IV (avanzado) se encontraba ADNtc mientras que
solo la mitad de los pacientes con cancer en estadio
| presentaban ADNtc. Esta desventaja se puede
ampliar a los diferentes biomarcadores ya que es
posible que no todos los tumores segreguen la
cantidad necesaria de estos a la sangre para poder
ser detectados, aislados y estudiados®®. Por
ejemplo, se sabe que no se liberan CTCs a la
sangre de forma continua ni regular y entre el 10 y
el 50% de los casos de metastasis no son
detectadas®.

— En cuanto al aislamiento de CTCs mediante
seleccion positiva con anticuerpos anti-EpCAM,
cabe destacar que algunas CTCs no expresan este
antigeno en superficie expresando en su lugar otros
marcadores que no serdn seleccionados,
omitiendo, por tanto, otras subpoblaciones de
CTCs®.

— Falta de estandarizacion de la fase preanalitica
necesaria para reducir la variabilidad.

—  Es necesario definir métodos de cuantificaciéon y de
aislamiento de los distintos biomarcadores y
mejorar la sensibilidad de los equipos de
deteccion?®.

— Técnicas de deteccion de ADNtc complejas
limitando la reproducibilidad y siendo necesario
tanto un personal especializado como buenas
infraestructuras de almacenaje de datos
incrementando el coste de la técnica.
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INTRODUCCION

El genoma humano contiene un total de 60656 genes, de los
cuales 19954 son codificantes de proteinas segun
GENCODE?. La alteracion de las regiones codificantes u
otras regiones de los genes (intrénicas flanqueantes,
regiones de union de factores de transcripcion, regiones de
metilacion, etc.) puede dar lugar a enfermedad.

Aunque los trastornos genéticos son poco comunes, en
conjunto representan aproximadamente el 70% de las mas
de 6000 de enfermedades raras descritas?. En términos de
incidencia, esto se traduce en que aproximadamente 1 de
cada 17 personas se encuentra afecta por una enfermedad
de etiologia genética no oncoldgica. Ademas, nuestra
constitucion genética juega un papel, en mayor o menor
medida, en todos los procesos fisiopatoldgicos, incluidos los
trastornos comunes multifactoriales, como la diabetes,
hipertension, obesidad, etc.

En relacién a las enfermedades raras, existen actualmente
varios interrogantes. Al revisar la literatura cientifica, se
observa una gran disparidad en el nUmero de enfermedades
raras descritas. Uno de los motivos de esta variabilidad
deriva de la distinta definicién de enfermedad rara adoptada
por las instituciones sanitarias. Mas imprecisa aun resulta la
cifra de prevalencia global para cada enfermedad, muy
variable en funciéon de la fuente bibliografica consultada.
Ademas, hay que tener en cuenta que las enfermedades
raras se encuentran infradiagnosticadas, especialmente en
aquellos paises con recursos sanitarios limitados e
inaccesibles que, en muchos casos por motivos
socioculturales (consanguinidad, aislamiento genético, etc.),
representan poblaciones de riesgo para este tipo de
enfermedades. Qué numero de enfermedades raras tiene
una base genética mendeliana, es una cifra aun por dilucidar.
Por ello, en muchos casos, no hay acuerdo sobre el nimero
exacto, o no hay fundamentos sélidos en los articulos
cientificos que respalden los nimeros citados?.

Por otra parte, la introduccién de las técnicas de analisis
genomico que ha tenido lugar durante la primera década del
siglo XXI ha contribuido enormemente al diagnostico de las
enfermedades de etiologia genética en los paises con
mayores recursos sanitarios. Una de estas tecnologias, la
secuenciacion masiva de ADN (NGS) o de proxima
generacion, permite el estudio de un elevado numero de
secuencias de ADN de un paciente en un Unico ensayo. Sin
embargo, aumenta proporcionalmente el volumen de datos
generados y la complejidad de su procesamiento. Por ello, el
desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva ha
fomentado el surgimiento y la consolidacién de una nueva
disciplina biosanitaria, la bioinformatica clinica. La

bioinformatica clinica es, por tanto, la disciplina sanitaria
cuyo objetivo es desarrollar y mejorar las herramientas
necesarias para la adquisicion, el procesamiento, la
organizacion, el almacenamiento y la explotaciéon del dato
gendémico con fines diagnosticos.

QUE ES LA SECUENCIACION MASIVA

La NGS es una tecnologia que emplea la secuenciacion en
paralelo de millones de pequefios fragmentos de ADN para
determinar su secuencia. En contraste con la secuenciacion
Sanger®, la velocidad de secuenciacion y cantidad
secuencias de ADN generadas con la NGS son
exponencialmente mayores, llevandose a cabo con costes
reducidos®.

Dentro de la NGS existen diferentes estrategias de abordaje:
la secuenciacién del genoma completo (WGS), la
secuenciacion de las regiones codificantes e intrénicas
flanqueantes (exoma, WES) y la secuenciacion dirigida a
paneles de genes. Con la disminucion del coste de
secuenciacion por base, el WES y la WGS han demostrado
ser los estudios de primera eleccion en términos de coste-
efectividad y de rendimiento diagnéstico para los pacientes
afectos de enfermedades con sospecha de base genética®.
En este sentido, varios estudios han investigado los
beneficios derivados de la aplicacion de WES y WGS en la
clinica, centrados principalmente en la discapacidad
intelectual o las enfermedades mendelianas en general’™*2,

Teniendo en cuenta que en estudios genéticos de WES el
ndamero de variantes de ADN obtenidas es muy elevado
(alrededor de 20000-25000 por paciente, en la experiencia
en nuestro Servicio de Genética), el reto es determinar cual
0 cuales serian compatibles con el fenotipo clinico del
paciente. Para ello es critico el disefio de una estrategia de
fitrado de todas las variantes obtenidas, apoyado en la
informacién de diversas bases de datos genéticas y analizar
gué variantes candidatas pueden estar relacionadas con el
fenotipo del paciente. Para ello resulta fundamental
desarrollar un pipeline bioinformatico que tenga en cuenta
todos estos aspectos.

QUE ES LA BIOINFORMATICA

Uno de los puntos de inflexibn en la explosion de la
bioinformatica, fue el Proyecto Genoma Humano'® donde
convergieron la Biologia y Genética Molecular con la
Computacion ante la necesidad de una interpretacion de
datos bioldgicos de una magnitud desconocida hasta la
época.
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Figura 1. Flujo de procesos del pipeline de analisis Karma. Elaboracion propia

A nivel formal, la Bioinformatica se podria definir como la
disciplina encargada de la resolucién de problemas que
provienen de la biologia mediante metodologias aportadas
por la ciencia de la computacion!4, o como un conjunto de
métodos cuya misidn es la extracciébn de conocimiento
biolégico a partir de la secuenciacion, la expresion, la
proteémica y los datos distribuidos del trazado isotépico®®.

En un plano més préctico, la Bioinformética tendria como
objetivos el almacenamiento de la informacion obtenida a
partir de los resultados experimentales, el analisis
computacional de los datos bioldgicos y la extraccién de toda
la informacion y conocimiento posible. Para ello, resulta
imprescindible la creacion de bases de datos, el desarrollo
de algoritmos y herramientas estadisticas para establecer
relaciones entre datos y la implementacién de herramientas
informaticas que permitan analizar e interpretar estos datos.

QUE ES UN PIPELINE DE ANALISIS

En el campo que nos ocupa, la Bioinformatica resulta crucial
en cuanto a que un optimo disefio de pipeline de andlisis
permite una reduccién fundamental del volumen de
informacion derivada de las secuencias (variantes de ADN)
y la interpretacion de estas. Para ello se han de tener en
cuenta bases de datos diversas y se han de emplear distintos
programas, scripts y algoritmos de disefio ad-hoc que nos
ayudan, en ultimo término, a desentrafiar la causa molecular
que subyace en una determinada patologia con origen
genético.

En nuestro Servicio de Genética, se ha disefiado un pipeline
de andlisis ad-hoc (en adelante, Karma), que cumple las
recomendaciones de validacion establecidas por la
Association of Molecular Pathology?®. El ambito de aplicacion
del pipeline, sera, principalmente, el analisis de WES a partir
de archivos FASTQ, provenientes del secuenciador masivo
(Figura 1).

Karma se encarga, de una manera totalmente automatizada,
del procedimiento de alineamiento de estos archivos al
genoma de referencia (2 alineadores), a determinar las
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variantes con respecto a este genoma (2 genotipadores)
para, mas adelante, ofrecer un listado de variantes genéticas
anotadas (2 anotadores), un analisis de variacion en el
namero de copias (CNVs), determinar presencia de regiones
de pérdida de heterocigosidad (ROH), informes de calidad,
de cobertura, etc. Los resultados se gestionan y se analizan
con un programa de andlisis genémico (JNOMICS).

ARCHIVOS FASTQ

En el &rea de la secuenciacién de ADN, el formato de archivo
FASTQ'" se ha convertido un formato comun de facto para
el intercambio de datos entre las diferentes herramientas.
Proporciona una extension simple del formato FASTA!® ya
que tiene la capacidad de almacenar una puntuacion de
calidad numérica asociada con cada nucleétido en una
secuencia.

Los archivos FASTQ se generan a partir de las lecturas de
los fragmentos de ADN que hace el secuenciador.

En detalle, este fichero esta compuesto por cuatro tipos de
linea que representan a cada una de las secuencias:

- Identificador de la secuencia.

- Secuencia de nucledtidos: Adenina (A), Guanina
(G), Citosina (C) y Timina (T). Cuando el
secuenciador no es capaz de asignar un nucleétido,
se introduce el caracter ‘N’.

- Indicador de fin de secuencia e inicio de calidades
asociadas: caracter ‘+’. El contenido de este campo
es opcional, la linea puede constar Unicamente de
dicho carécter.

- Calidades Phred?®, codificadas por un conjunto de
caracteres ASCII.
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ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS. SAM/BAM

Un paso clave en el andlisis de secuencias es el alineamiento
de estas a un genoma de referencia. Para ello existen
diversos programas que gestionan el alineamiento, como
BWA?0 y Bowtie 22!, generando como resultado un archivo
SAM?2 o su correspondiente archivo binario BAM.

El papel trascendental de los alineadores es que reducen
muy significativamente, mediante diferentes heuristicas
como los algoritmos de Burrows-Weeler?® o Needleman-
Wunsch?4, el tiempo requerido de alinear millones de
secuencias a un genoma de referencia. Si se empleara una
estrategia de “fuerza bruta”, el procedimiento simplemente
no seria abordable.

Un aspecto critico en este paso es que los programas han de
permitir el alineamiento imperfecto de las secuencias al
genoma de referencia, con el fin de que secuencias con
algin cambio con respecto a la referencia se alineen a ellay
posteriormente se puedan detectar dicho(s) cambio(s). Los
alineadores también han de tener la capacidad de discriminar
entre posibles alineamientos mililtiples, llevando a cabo el
mas especifico posible.

Hay que tener en cuenta que el proceso de alineamiento de
secuencias cortas, como las empleadas en WES, tiene
limitaciones. Por ejemplo las que se dan en regiones con
elevada homologia en el genoma (como pseudogenes con
identidad cercana a 100%): en ellas los alineadores no tienen
especificidad suficiente para discriminar si la lectura
pertenece a una u otra regidon. Cabe decir que existen
repositorios en la red donde se pueden identificar las
regiones cuya secuenciacion es dificultosa?®.

ARCHIVO DE VARIANTES. VCF

El archivo VCF? es un formato de archivo de texto que
contiene lineas de metainformacién, un encabezado y a
continuacion lineas de datos, cada una con informacion
sobre una posicién en el genoma en donde ocurre un evento
de variacion.

Para la generaciébn de estos archivos se emplean
genotipadores como GATK?-2 o VarDict®® (son los
utilizados en el Servicio de Genética). Estas herramientas
tienen en cuenta, entre otros aspectos, en cuantas lecturas
esta presente la variante respecto a la referencia y con el
grado de fiabilidad de estas. Si se supera cierto umbral en
los parametros de verificacién internos de los programas, se
genera una linea con la variante en el archivo VCF.

FILTRADO DE VARIANTES

El siguiente paso es poner en contexto el archivo VCF, que
s6lo caracteriza posicionalmente las variantes en el genoma,
y determinar cuales de ellas seran potenciales candidatas a
la hora de diagnosticar un paciente.

En primer lugar se enriquecera este archivo mediante la
adicion a cada variante de su nomenclatura HGVS®!, en qué
gen se encuentra y otra informacion proveniente de bases de
datos diversas. Por ejemplo:

- Frecuencia segun bases de datos poblacionales:
1000 genomas®?, EXAC33, GnomAD3*,

- ldentificadores de la variante segun repositorios
clinicos: Clinvar3®, COSMIC3¢, HGMD?".

- Modo de herencia del gen al que se asocian segun
OMIM38,

- Predicciones de patogenicidad.
- Etc.

El Servicio de Genética cuenta con una base de datos de
desarrollo propio (120Var) en la que se alojan variantes de
més de 2000 exomas (més de 1 millén de variantes Unicas).
De esta manera se estd en disposicion de correlacionar
variantes entre diferentes pacientes, hacer estudios
retrospectivos, de cohortes, etc. Esto representa una
herramienta crucial en el reanalisis a posteriori de casos no
diagnosticados.

Finalmente, mediante la aplicacion JNOMICS se interpretan
las variantes provenientes de Karma (Figura 2). Una vez
interpretadas, se generan de manera automatizada los
informes diagnoésticos. Gracias a JNOMICS, ademas, es
posible seguir la traza de los estudios en todo momento
pudiéndose gestionar y consultar las diferentes bases de
datos que componen su nucleo (paneles virtuales de genes
120Var, tiempos de respuesta, etc.).
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Figura 2. Modulo de analisis de variantes de JINOMICS. Elaboracion propia

FILTRADO DE VARIANTES EMPLEANDO TERMINOS -
HPO

La ontologia del fenotipo humano HPO?® representa una
forma de estandarizar el vocabulario médico utilizado para
designar las anomalias fenaotipicas y los signos clinicos de la -
enfermedad humana. Su desarrollo se apoya en la literatura
médica y en las bases de datos Orphanet*®, DECIPHER* y
OMIM38, Actualmente, contiene mas de 13,000 términos y
mas de 156,000 anotaciones a enfermedades hereditarias.
Cada término en el HPO describe una anomalia fenotipica y
esta relacionado con todos aquellos genes para los que la
enfermedad asociada puede cursar con la anomalia descrita.

En el nuestro Servicio se ha integrado la priorizacion de
variantes mediante el uso de términos HPO y caracteristicas
inherentes a ellas mismas: frecuencia poblacional, tipo de
variante y predicciones de patogenicidad.

Para esta integracion, se ha desarrollado un script que
ordena las variantes filtradas asignando una puntuaciéon a
cada variante, teniendo en cuenta lo siguiente:

- Numero de los términos HPO utilizados que estan
relacionados con el gen en el que se localiza la
variante (Figura 3).
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Tipo de variante. Mayor puntuacion para las
variantes radicales y canonicas de splice, seguido
de las variantes de cambio de sentido y, por ultimo,
las sindnimas e intrénicas profundas.

Predicciones de patogenicidad. Mayor puntuacion
cuanto mayor es el namero de predictores de
patogenicidad in silico que apoya un efecto
deletéreo de la variante genética.

Frecuencia de la variante en la base de datos
poblacional segin EXAC33,



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

En un estudio publicado por nuestro grupo*? se reanalizaron
los exomas completos de 33 pacientes con diferentes
patologias y con diagnéstico genético molecular positivo
(portadores de variantes clasificadas como patogénicas o
probablemente patogénicas que explicaban su cuadro clinico
y con datos de segregacion compatibles).

Como parte de este reanalisis, previamente a la priorizacion,
se filtraron las variantes de potencial bajo impacto segun
diferentes criterios: frecuencia poblacional, tipo de variante,
clasificacion de patogenicidad segun ClinvVar, etc. A
continuacion se llevd a cabo la priorizacion puntuando las
variantes como se detall6 en el anterior punto. Se obtuvieron
los siguientes resultados, detallados en la Tabla 1.

HP:0001814 Deep-set nails 3265 HRAS
HP:0001814 Deep-set nails 2146 EZH2
HP:0001814 Deep-set nails 64324 NSD1
HP:0001814 Deep-set nails 8726 EED
HP:0001814 Deep-set nails 23512 SUZ12
HP: 0000490 Deeply set eye 1281 CcoL3A1
HP: 0000490 Deeply set eye 84992 PIGY
HP:0000490 Deeply set eye 6913 TBX15
HP: 0000490 Deeply set eye 2563 GABRD
HP:0000490 Deeply set eye 91147 TMEM67
HP: 0000490 Deeply set eye 2314 FLII
HP: 0000490 Deeply set eye 4621 MYH3
HP : 0000490 Deeply set eye 6925 TCF4

Figura 3. Extracto de Relacion término HPO/genes.

Elaboracion propia

Score Score Score Score
Absoluto? absoluto combinado? combinado
filtrado? filtrado*
Media 7,81 4,47 3,125 1,43
SD 11,86 7,47 5,42 0,87
Mediana 2 1 1 1

Tabla 1. Resultados posicionales de las variantes segun diferentes scores empleados en la priorizacion. *Generado sé6lo
teniendo en cuenta el porcentaje de términos HPO que se relaciona con cada gen asociado a la variante. 2Generado solo
teniendo en cuenta el porcentaje de términos HPO que se relaciona con cada gen asociado a la variante, eliminando variantes
artefactuales manualmente. 3Generado segun lo descrito anteriormente “Generado segun lo descrito anteriormente, eliminando

variantes artefactuales manualmente. Elaboracién propia

40
30
20
10
O S e
SCORE SCORE SCORE SCORE
ABSOLUTO!  ABSOLUTO COMBINADO® COMBINADO
FILTRADO? FILTRADO*

Figura 4. Distribucién de posiciones en la tabla de las variantes
causales tras aplicar priorizaciones segun los diferentes scores.
Elaboracion propia
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Figura 5. Visualizacion en JINOMICS de la una variante en la base de datos 120Var enriquecida con términos HPO.
Elaboracion propia

Como queda demostrado en este estudio, la integracion de
los términos HPO en el andlisis de datos de exoma permite
detectar variantes asociadas a las patologias de forma mas
eficiente frente al uso de paneles virtuales, ya que las
variantes potencialmente candidatas se encuentran
priorizadas en las primeras posiciones de la tabla de
variantes.

Este sistema de priorizacion representaria, por tanto, el
primer abordaje para el andlisis de variantes genéticas
procedentes de secuenciacion del exoma completo y un
complemento al andlisis mediante el uso de paneles virtuales
de genes o al analisis de exoma completo.

OTROS ANALISIS POSIBLES A PARTIR DE DATOS DE
EXOMA

Ademas del andlisis de variantes de pequefio tamafio, a
partir de Karma es posible realizar diferentes analisis
complementarios para enriquecer al maximo la informacion y
completar el diagnéstico:

e QC:

Como en todo procedimiento analitico, es necesario
llevar a cabo un control de calidad de los datos. En este
caso, se analiza el estado de diferentes ficheros que
comprenden el analisis

o FASTQ: Mediante la adaptacion del
programa FastQC*,

o BAM: Scripts propios que evalian como ha
transcurrido el alineamiento (% off-target,
uniformidad, % de duplicados...).

o VCF: Determinacién del nimero total de
variantes, ratio variantes
heterocigotas/homocigotas, determinacion
de contaminaciones cruzadas...
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e Cobertura:

Se evalla la cobertura vertical media correspondiente al
conjunto de genes, a cada gen en particular y se
determina el % de bases y qué regiones que han
superado o no determinados umbrales de cobertura.

e CNVs (Figura 6):

A partir de una linea base de alineamientos de muestras
previamente secuenciadas, se compara exon a exon la
cobertura y se determina en qué ventanas de exones
hay una discrepancia entre la cobertura esperada y la
observada, lo cual se correlaciona con deleciones o
duplicaciones**.
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Figura 6. Delecién en heterocigosis que
comprende varios genes detectada por Karma.
Elaboracion propia
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Figura 7. Regiones cromosémicas con pérdida de heterocigosidad detectadas por Karma. Elaboracién propia

e ROH (Figura 7):

Se detectan regiones con pérdida de heterocigosidad a
lo largo del genoma, empleando el perfil de variantes del
archivo VCF.

RENDIMIENTOS DIAGNOSTICOS EN WES EN EL
SERVICIO DE GENETICA

En nuestra institucion, y empleando Karma como pipeline de
andlisis y JNOMICS como herramienta de gestién e
interpretacion de variantes, se han completado 2072
estudios (noviembre 2018 - septiembre 2020). Los
resultados han sido los siguientes:

- 574 casos diagnosticados.
- 312 casos no concluyentes.
- 1128 casos no informativos.

Esto supone un rendimiento diagndstico global del 27,7%, en
concordancia con otras instituciones que han publicado sus
datos: 25%, 26%, 28%, 30%, 52% y 52%81245-48, Cabe decir,
que los rendimientos mas elevados tienen un sesgo de tipo
de paciente y de patologia.

Si se desglosan los datos los rendimientos son los siguientes:
- Pediatria: 34%
- Adultos: 24%
- Por enfermedad:

o Sindrome de Noonan y Rasopatias: 60%

(15 de 25).

o Sindrome de Marfan y Aortopatias: 50%
(22 de 44).

o Discapacidad intelectual: 43,5% (71 de
163).

o Hipoacusia: 41% (52 de 127).

o Hipercolesterolemia familiar: 31% (34 de
110).

o Autismo: 14,5% (7 de 48).

Del total de estudios diagnosticados, 38 del ellos (6,6%)
contienen una CNV patogénica.

Como acciones de mejora a futuro, para mejorar los
rendimientos diagndsticos esta el reanalisis de los estudios
no informativos, empleando nuevos abordajes, ampliando el
espectro de analisis a otros genes que se hayan descrito
recientemente, etc*.

LIMITACIONES EN EL ANALISIS DE WES
Las limitaciones principales en el analisis de WES son:

- SoOlo aborda las regiones codificantes e intrénicas
flanqueantes, que suponen el 1,5-2% del genoma.

- Técnica dependiente de captura: existen regiones,
como las de baja complejidad o ricas en nucle6tidos
GCs que no se capturan (y por ende se secuencian)
con eficiencia.

- ldentificacién de grandes deleciones e inserciones
(>21 nucledtidos): en abordajes de NGS con
lecturas cortas identificar este tipo de variantes es
dificil. Sin embargo, mediante Karma se han
detectado eventos con mas de 50 nucle6tidos de
longitud.

- Identificacion de CNVs: aunque es posible, esta
limitada si la captura no ha sido uniforme y también
es poco sensible si el nimero de exones afectados
es bajo.

- Reordenamientos genémicos.
- Disomias uniparentales.
- Variaciones epigenéticas.

- Mutaciones en mosaico: debido a que la
profundidad de lectura no resulta suficiente en
muchos casos para detectar este tipo de eventos
donde la frecuencia de alelo alternativo es baja.

- Regiones repetitivas, pseudogenes. Se comento
como una de las limitaciones derivadas del
alineamiento de secuencias.
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INTRODUCCION

En el laboratorio de hematologia contamos con diferentes
herramientas que nos permiten llegar a un diagndstico. Estas
incluyen los criterios internos del analizador, tanto los valores
cuantitativos de las poblaciones celulares habituales
(linfocitos, neutrdéfilos, monocitos, eosindfilos y basdfilos)
como los criterios cualitativos, y las alarmas que
proporcionan los equipos.

Una buena estrategia es la elaboracion de “reglas expertas”
por parte del laboratorio, que se definen como algoritmos
diagnoésticos que combinan los criterios anteriores para dar
lugar a protocolos de trabajo enfocados a diferentes grupos
patologicos con el fin de aumentar la sensibilidad del analisis
y llegar a un correcto diagndstico. Estos protocolos pueden
incluir la valoracion facultativa del conjunto de estos datos, la
realizacion de pruebas adicionales y la generacion de frotis
de sangre periférica.

IMPORTANCIA DE LA HEMATIMETRIA

La hematimetria es el primer paso de la valoracion de las
poblaciones celulares sanguineas normales. En este estudio
se van a cuantificar y clasificar los diferentes grupos
celulares, incluyendo la serie roja (hematies y precursores),
serie plaquetar (trombocitos) y serie blanca, con sus
diferentes  subpoblaciones  leucocitarias  (Linfocitos,
Neutréfilos, Monocitos, Eosindfilos, Basofilos y células
precursoras).

Es importante para la deteccion de patologia (tanto
hematoldgica, como no hematoldgica), para el seguimiento y

A
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monitorizacién de pacientes previamente diagnosticados y
para la evaluacion de la eficacia de determinados
tratamientos, como por ejemplo la evolucién de la poblacion
de neutrdfilos en un paciente con un proceso infeccioso.

Existen varios analizadores hematoldgicos comerciales en el
mercado. Los dos métodos que mas conocemos son la
Dispersién de luz laser a diferentes angulos utilizada por
Beckman Coulter y la Citometria de Flujo con Fluorescencia
utilizada por Sysmex. para la diferenciacion celular.

La tecnologia de Beckman Coulter se basa en la impedancia
para el contaje celular y el Automated Intelligent Morphology
para la clasificacion celular. Esta tecnologia se basa en la
medida de tres parametros: Volumen, Conductividad y
Dispersion (Scatter), que se correlacionan con el tamafio
celular, la estructura nuclear y la estructura interna
respectivamente.

Ademas, los equipos mas modernos permiten la
determinaciéon de mdltiples angulos de dispersién de cada
célula, lo que permite calcular unos parametros conocidos
como Cell Population Data (CPD) que aportan informacion
de las células en un ambiente cercano al del cuerpo humano
y se estan investigando como biomarcadores de utilidad en
diversas situaciones.

La tecnologia de Sysmex se fundamenta en la citometria de
flujo con fluorescencia, en la que se utilizan fluorocromos que
se impregnan en las células tras sufrir estas un proceso de
permeacion de su membrana celular. Mediante una luz laser
enfocada a las células se obtienen tres parametros: Forward
Scatter Light (FSC), Side Scatter Light (SSC) y Side
Fluorescence Light (SFL), que se correlacionan con el

Cantidad ADMN/ARMN

Complejidad Interna
Figura 1. Scattergramas de Beckman Coulter (A) y Sysmex (B). Elaboracion propia
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tamafio celular, la estructura celular interna y el contenido en
acidos nucleicos respectivamente.

Ambas tecnologias permiten obtener unos graficos de
dispersion conocidos como scattergramas que clasifican las
poblaciones celulares dentro de las categorias de
Neutrdfilos, Linfocitos, Monocitos, Eosindéfilos y Basofilos.
Ademas, existen alarmas que aparecen cuando el algoritmo
matematico que utilizan los equipos supera el valor limite
trigger al detectar la presencia de las células anémalas. En
el caso de Sysmex, tenemos la posibilidad de generar test
adicionales utilizando diferentes reactivos quimicos, lo que
permite clasificar de forma mas precisa diferentes
poblaciones celulares.

FRACCION DE PLAQUETAS INMADURAS

En el caso de la serie plaquetar, un parametro interesante es
el contaje de plaquetas por fluorescencia (PLT-F), que
permite determinar la fraccion de plaquetas inmaduras (IPF,
Immature Platelet Fraction).

Este parametro determinar el porcentaje de plaquetas
reticuladas (correspondiente a plaquetas inmaduras), lo que
indica la produccién de plaquetas a nivel medular, y es de
gran utilidad en el diagnoéstico diferencial de destruccion
periférica de plaguetas, como en el caso de una Puarpura
Trombocitopénica Trombdtica (PTT) o una Pdrpura
Trombocitopénica ldiopatica (PTI) frente a la inhibicion o
insuficiencia de la médula dsea para su generacion?.

Este parametro también ha sido utilizado en la literatura para
evaluar la recuperacion trombopoyética durante una anemia
aplasica causada por la quimioterapia y considerar la
necesidad de una transfusion plaquetar?.

Un ejemplo del uso de este biomarcador son los
scattergramas observados en la Figura 2. En el primero
encontramos una plaquetopenia de 70 x 10° plaquetas/uL
con un IPF elevado (26,1%), lo que indica una elevada
produccién medular plaquetar. Finalmente, el paciente es
diagnosticado con una Trombopenia Autoinmune (PTI), lo
gue esta en consonancia con los resultados obtenidos.

En el segundo caso encontramos una importante
trombocitosis (967 x 103 plaquetas/uL) con un IPF disminuido
(2,1%). El paciente tiene una trombocitosis secundaria a una
esplenectomia por un Sindrome Linfoproliferativo.

ERITROCITOS NUCLEADOS

Un parametro de amplia utilidad en la evaluacién de la serie
roja es la cantidad de eritrocitos nucleados o

Nucleated Red Blood Cells (NRBC). Estas células tienen un
ndcleo y un tamafio celular muy parecido al de un linfocito,
por lo que varios analizadores de hematologia los identifican
errbneamente.

Esta poblacion celular se puede encontrar presente cuando
existe un aumento extremo en la actividad hematopoyética
de la médula ésea, como ocurre en episodios hemoliticos
agudos o sepsis, en algunas hemoglobinopatias o como
resultado de una invasion medular consecuencia de ciertas
patologias hematoldgicas. También puede aparecer de
forma fisiol6gica en neonatos o recién nacidos prematuros.

El recuento de los eritroblastos ademas es importante para
el diagnéstico deferencial de una anemia grave y puede
servir para la monitorizacion del paciente e incluso para
determinar las necesidades de transfusion®.

En la Figura 3a podemos observar los scattergramas de un
paciente en los que se observa una poblacion de eritrocitos
nucleados de 3,6 células por cada 100 leucocitos con una
hemoglobina normal (14,1 g/dL; VR: 13,5-17,2) con
microcitosis (VCM 71,3 fL; VR: 80-100).

Al realizar el frotis de sangre periférica (Figura 3b) se
confirmd la presencia de eritroblastos y se observ6 una serie
roja con distribucion anormal de la hemoglobina y presencia
de abundantes dianocitos. Se descubrié asi mismo un cristal
de hemoglobina C (marcado en rojo). Tras la realizacion de
un estudio de cadenas de hemoglobina por HPLC, se
descubrié una hemoglobina C homocigota y se derivo al
paciente a consultas externas de hematologia.

Figura 2. Scattergramas que corresponden a un IPF elevado (A) y un IPF disminuido (B). Elaboracion
propia
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Figura 3. a) Scattergramas de un paciente donde se observa una
poblacion anormal de eritroblastos marcada en rojo. b) Frotis de Sangre
periférica donde se observan eritroblastos (izquierda) y un cristal de
hemoglobina C (derecha). Adaptado de: Calvo F, 2019

RECUENTO DE GRANULOCITOS INMADUROS (IG)

El aumento de los granulocitos inmaduros en la sangre
periférica (mielemia) suele indicar una respuesta en su fase
inicial de una infeccion, una inflamacién u otros estimulos a
nivel de la médula 6sea. Este parametro permite una
discriminacion rapida y temprana entre infecciones
bacterianas y viricas, un apoyo al uso de otros parametros
inflamatorios como la PCR o las interleucinas y la
monitorizacion de los pacientes infectados.

Existen varias situaciones en las que el uso de
medicamentos incrementa esta poblacién. El mas conocido
es el uso de Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos
(G-CSF), utilizado en pacientes oncolégicos para la
recuperacion del sistema inmune. Un caso menos conocido
es el uso de corticoterapia.

En el siguiente caso (Figura 4a) se observa la grafica de una
mujer de 41 afios en seguimiento por endocrinologia en la
que se observa trombocitosis (571 x 10° plaquetas/uL),
leucocitosis (21,99 x 102 leucocitos/uL), neutrofilia absoluta
(16,67 x 108 células/uL) y discreta monocitosis (1,23 x 103
células/uL). Se observa una poblacion de granulocitos
inmaduros de 1,86 x 10° células/uL, lo que se observa como
una poblacion de alta fluorescencia por encima de la
poblacion de neutrofilos.

La mielemia se confirma mediante revision del frotis de
sangre periférica donde se observa asi mismo una intensa
granulacién. Revisada la historia clinica y teniendo en cuenta
que los marcadores inflamatorios son negativos, se sugiere
revisar las causas farmacologicas, como el uso de
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corticoides, que pueden explicar esta poblacién anormal.
Otra situacion en la que aumentaria esta poblacion es la
leucemia mieloide cronica. El siguiente caso (Figura 4b)
corresponde a un varon de 24 afios sin antecedentes de
interés. En el andlisis hematimétrico se observa una
leucocitosis muy marcada (155,89 x 10° leucocitos/uL)
principalmente debida al aumento de neutréfilos (130,75 x
103 células/uL), dentro de los cuales 48,38 x 102 células/uL
(37 % de la poblacion de neutrofilos) corresponden a
granulocitos inmaduros. Ademas, se observa trombocitosis
(775 x 10® plaquetas/uL), basofilia (10,23 x 108 células/uL, un
6,5 % del total de leucocitos) y presencia de 14 eritroblastos
por cada 100 leucocitos. La formula se confirma por
microscopia digital.

CELULAS PRECURSORAS DE LEUCOCITOS

El canal WPC (White Precursor Cells) es una modificacion
del andlisis para realizar el diferencial leucocitario (XN-DIFF)
en el que usando el mismo procedimiento se varian las
concentraciones de polimetina y etilenglicol y se utiliza etanol
en lugar de metanol para obtener una clasificacion diferente.

Este andlisis se utiliza principalmente ante la presencia de
alarmas de Atypical Lymph, Abnormal Lymph o Blast. En la
primera etapa de la reaccion el agente de lisis actlia sobre
los lipidos y por tanto el contenido lipidico de la membrana
determina la perforacion celular y posterior entrada de los
fluorocromos.
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Figura 4. a) Presencia de mielemia. Se sefiala la poblacion de
granulocitos inmaduros. b) Leucemia Mieloide Crénica (LMC). Se
sefiala la poblacién de basdfilos. Elaboracién propia

De esta manera, detecta linfocitos anormales, monocitos
anormales y blastos, asi como granulocitos anormales. Las
membranas de los linfocitos anormales tienen un mayor
contenido lipidico, por lo que se unen mas fluorocromos y por
tanto aumenta la Side-Fluorescence Light, separando a esta
poblacién de los linfocitos normales. Por otro lado, los blastos
presentan baja fluorescencia debido al bajo contenido
lipidico de la membrana. Combinando la informacién del
tamafio celular, la complejidad intracelular y la intensidad de
fluorescencia, podemos mejorar la identificacién de estas
poblaciones patolédgicas. La separacion se puede observar
en la Figura 5.

Un ejemplo del uso de este parametro lo encontramos en la
Figura 6a. En el grafico WDF destaca una poblacion de
monocitos con alta fluorescencia (4,67 x 108 células/uL) junto

a una bicitopenia (8,3 g/dL de hemoglobina y 19 x 103
plaquetas/uL) en una paciente de 69 afios con valores
previos normales. En el grafico de WPC destaca una
poblacion separada de células que presenta baja
fluorescencia. Al revisar el frotis de sangre periférica (Figura
6b), observamos gran cantidad de células blasticas de tipo
mieloide con un signo caracteristico de huella dactilar. Esta
anomalia morfoldgica corresponde a una mutacién en el gen
de la Nucleofosmina, lo que determina una entidad
clasificada por la World Health Organization (WHO) como
AML with mutation in NPM1 gene.

El workflow del propio analizador realiza un re-test por WPC
en el caso de encontrar una linfocitosis absoluta o la
aparicion de una alarma Blast/Abnormal Lymph. En nuestro
caso, ante una linfocitosis > 5 x 10° células/uL en adultos o >

'Abnormal Winph
or NRBC
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- or Blast

Figura 5. Scattergramas del canal WPC de Sysmex. Adaptado de Jones
AS, 2015
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Figura 6. Leucemia Aguda Mieloide. a) Se sefiala una poblacion
andmala de monocitos que en el canal WPC aparece como una
poblacion separada y homogénea de células con baja fluorescencia.
b) Se observan blastos con el signo de la huella dactilar (sefialado).
Elaboracién propia

7 x 103 células/uL en menores de 15 afios, sin previo en 20
dias en ambos casos, se realiza el re-test por WPC, se revisa
la historia clinica del paciente y se genera un frotis de sangre
periférica.

Si la morfologia encontrada en el frotis sanguineo es
sugestiva de una mononucleosis infecciosa, se ampliaran

1

pruebas bioquimicas (GPT, PCR) y serolégicas. En caso
contrario se realizaria una citometria de flujo para descartar
la clonalidad de la linfocitosis mediante un panel de
marcadores monoclonales como el CytoDiff, del que
hablaremos més adelante.

Figura 7. Mononucleosis infecciosa. a) Se sefiala una poblacion de linfocitos
con alta fluorescencia que corresponde a linfocitos estimulados. Esta poblacién
se observa en el canal WPC. b) Se observan a la derecha dos linfocitos
estimulados y a la izquierda dos linfocitos en apoptosis. Elaboracion propia
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Figura 8. Leucemia Linfatica Cronica (LLC). a) Se sefiala una pequefia
poblacién que se solapa con la poblacion de monocitos (izquierda). En el
canal WPC (derecha) se sefiala la misma poblacién. b) Se observan dos

linfocitos con cromatina en grumelé (izquierda) junto a dos sombras celulares
(derecha). Elaboracion propia

En el siguiente ejemplo encontramos una linfocitosis de 8,8
X 10° células/uL en un paciente varén de 12 afos. El
scattergrama observado en el canal WDF es sugestivo de
sindrome monoucleédsido, y en el frotis de sangre periférica
(Figura 7) se observan abundantes linfocitos estimulados y
apoptosis celulares. Finalmente se confirma la positividad de
IgM e IgG frente a Citomegalovirus.

Como ejemplo de un sindrome linfoproliferativo (Figura 8),
encontramos este caso de una linfocitosis absoluta (6,1 x 103
células/uL) que se desplaza hacia una mayor fluorescencia
en el scattergrama, juntandose con la poblacién de
monocitos, activando asi el re-test de WPC, donde se
encuentra una pequefia poblacién celular de alta
fluorescencia, sugestiva de abnormal lympho. En el frotis de
sangre periférica observamos linfocitos con condensacion
anémala de la cromatina en forma de grumelé, unido a
abundantes sombras de Gumprecht. Posteriormente, se
confirma la linfocitosis B clonal por citometria de flujo con
restriccion de cadenas.

PANEL CYTODIFF

El panel CytoDiff de Beckman Coulter permite separar y
clasificar poblaciones celulares mediante una mezcla de seis
anticuerpos monoclonales en cinco colores. Este es un
andlisis pensado para realizarlo en un laboratorio core de
hematologia, ante la deteccién de un hemograma o un frotis
anormal.

En este analisis se utilizan seis anticuerpos que permiten
diferenciar varias poblaciones leucocitarias (Tabla 1).
Ademéas, se pueden diferenciar poblaciones que
corresponden a granulocitos inmaduros (IG) y a células con
marcadores anémalos (Xb, Xm, Xt, Xn) que pueden estar
implicadas en procesos patologicos a las que habra que

realizar una diferenciacidon posterior con otros anticuerpos
para confirmarlo (Figura 9).

Estos parametros, por tanto, nos aportan informacion
adicional para el diagndstico y tratamiento del paciente, que
complementa los algoritmos diagndsticos basados en reglas
expertas de Hematimetria y permiten ampliar o contrastar la
informacion obtenida del frotis de sangre periférica. Por otra
parte, son Utiles como como un test de seleccién de patologia
como paso previo a paneles de citometria especializados.

CONCLUSIONES

— La hematimetria es una herramienta fundamental para
la correcta interpretacion de los parédmetros
hematoldgicos y va a ser clave para investigar mas
profundamente una anomalia celular.

—  Es necesario interpretar conjuntamente los parametros
cuantitativos con las alarmas, la citologia y las pruebas
adicionales que se soliciten o ampliemos.

— Los algoritmos diagndsticos unidos a las alarmas del
analizador tienen una gran sensibilidad para la deteccion
de células anormales en el frotis de sangre periférica.

— Los nuevos parametros de los analizadores pueden
proporcionar una informacion adicional muy valiosa,
aunque es necesario evaluarlos internamente para su
utilizacion.

— La citometria de flujo integrada en un laboratorio core
aporta informacién esencial ante las dudas diagndsticas
que pueden surgir con las herramientas habituales
(hematimetria y citologia).
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Panel CytoDiff

Anticuerpo Poblacidn celular

CD36-FITC Monocitos, Eritroblastos, Plaquetas

Linfocitos T, Linfocitos Grandes Granulares (células NK), blastos
LA-T

Eosindfilos, Basofilos, Linfocitos T activados

Linfocitos B, blastos LA-B

Neutrdéfilos, Monocitos proinflamatorios, linfocitos T/NK CD16-
positivos

CD45-PC7 Leucocitos

Tabla 1. Marcadores monoclonales de madurez celular que mediante el software de andlisis
nos permiten separar e identificar células normales y/o patoldgicas de forma simultanea
(obtencién de 13 histogramas). Las células que no presentan sefial positiva para ninguno de
los marcadores se consideran en este panel posibles células inmaduras. Elaboracion propia
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Figura 9. Separacion celular por poblaciones en el CytoDiff. Las células se van separando en diferentes poblaciones
de acuerdo con sus proteinas de membrana. Se sefialan las poblaciones anormales (IG, Xb, Xm, Xt, Xn).
Elaboracién propia
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INTRODUCCION

La hemostasia es el mecanismo que emplea el organismo
para impedir la pérdida de sangre y mantener la circulacién
sanguinea tras un traumatismo o una lesién vascular. Con
esta finalidad, una vez se ha producido esta lesion,
intervienen cuatro sistemas: la vasoconstriccion, la adhesion
plaquetaria al colageno expuesto por la lesion vascular, la
formacion de la red de fibrina y por dltimo la disolucion del
coagulo (fibrindlisis). Durante todo este proceso se establece
un equilibrio entre las acciones de las plaquetas y sus
productos, los factores tisulares de la pared vascular y los
factores plasméticos para mantener la homeostasia
circulatoria.

FISIOLOGIA DE LA COAGULACION
e Fases de coagulacion

La formacion del tapon hemostatico se consigue en tres
fases, de acuerdo con el modelo clasico de coagulacion. Este
modelo no es el actualmente aceptado, Pero en base a él se
puede entender el mecanismo fisiopatoldgico en el que se
basan las distintas pruebas de laboratorio, que se utilizan
para determinar el estado de coagulacion del paciente.

e Hemostasia primaria

En esta fase hay una vasoconstriccion local y una adhesién
plaquetaria al colageno expuesto en la pared vascular, con
la posterior agregacion plaquetaria. Las plaquetas se
adhieren al vaso lesionado y se agrupan formando el tapén
plaquetario (Figura 1). De esta manera, se cierra la lesiéon de
la pared y cede temporalmente la hemorragia. La adhesion
plaquetaria a la pared vascular esta favorecida por diversas
sustancias, siendo una de ellas el factor von Willebrand
(FVW).

Alteraciones en la hemostasia primaria
1. Trombocitopenia:

Disminuciéon del nimero de plaquetas. Es la causa mas
frecuente de hemorragia por alteraciones de la hemostasia.
Puede producirse por varios mecanismos:

- Descenso de la produccion de plaquetas: Por
patologias que afecten a la médula 6sea, bien
sea por infiltracion  tumoral, sindrome
mielodisplasico o toxicidad.

- Secuestro anormal de plaquetas: Debido a
hiperesplenismo. Se da generalmente en cirrosis
hepatica con hipertension portal.
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Figura 1. Mecanismo de la Hemostasia Primaria. Obtenido
de: Moreté Quintana A, 2016

- Consumo de plaquetas: En lesiones tisulares
extensas (grandes quemados), lesiones
vasculares, vasculitis extensas y coagulacion
intravascular diseminada.

- Dilucion de plaquetas tras transfusiones masivas.

- Destruccion de plaquetas: Por procesos
inmunoloégicos en enfermedades autoinmunes,
por presencia de anticuerpos antiplaguetarios
(transfusion de plaquetas, infecciones o algunos
farmacos como heparinas no fraccionadas) o en
la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI).
También se pueden destruir por procesos no
inmunolégicos como en circulacion
extracorporea o sindrome hemolitico-urémico.

2. Trombopatias:

Alteracién de la funcionalidad de plaquetas, como en la
tromboastenia de Glanzmann o Bernard Soulier.

3. Enfermedad de Von Willebrand:

Es la alteracién congénita de la coagulacion mas frecuente.
Se produce por un déficit hereditario de factor de Von
Willebrand, que promueve la fase de adhesion plaquetaria al
unirse con los receptores GP Ib/IX 'y GP llIb/llla.

e Hemostasia secundaria

En esta fase se activan los diferentes factores de
coagulacién, de acuerdo con el modelo clasico de cascada
de coagulacién para dar lugar a la formacion de fibrina
(Figura 2). La fibrina formara una malla definitiva que
reforzara al trombo plaquetario formandose un coagulo. En
este proceso intervienen doce factores procoagulantes y
proteinas anticoagulantes. De estas Ultimas, las mas
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importantes son la proteina C, proteina S y Antitrombina I,
e impiden que se produzca una coagulacion generalizada.

Existen dos vias de activacion de la coagulacién. La via
extrinseca comienza con una lesion vascular que expone el
factor tisular al torrente circulatorio. Por otra parte, la via
intrinseca comienza al contactar superficies de carga
negativa como las fibras de colageno (presentes en el
endotelio).

Alteraciones en la hemostasia secundaria
1. Hemofilia A:

Déficit de factor VIII hereditario recesivo ligado al cromosoma
X, representa el 80% de los déficits congénitos de factores
de la coagulacion. Destaca por un alargamiento del TTPA.

2.  Hemofilia B:

Déficit de factor IX hereditario recesivo ligado al cromosoma
X. Clinicamente resulta indiferenciable de la hemofilia A, pero
tiene distinto tratamiento. De la misma manera, se produce
un alargamiento del TTPA al afectar a la via intrinseca.

3. Déficit congénito de factores de coagulacion:
Son raros, y existe uno por cada factor.
4. Déficit de vitamina K:

Se alteran los factores dependientes de esta vitamina, que
se sintetizan en el higado (ll, VII, IX, X).

Factor contacto
Pt ViA EXTRINSECA
Xl Xlla Factor tisular
/‘\ J
Xl Xla
N £\
IX IXa Vila VI
VI — VIIIOY\ s N\ VIA COMUN
“va Y e
a as
VA
lla [ .
Fibrinégeno (1) —— Fibrina (1) —— iFr']E’c')'I’L‘JGb,e

Figura 2. Cascada de coagulacion. Elaboracién propia

e Hemostasia terciaria

Esta fase, también conocida como fibrindlisis, tiene como fin
eliminar el exceso de fibrina utilizando para ello el
plasminégeno (Figura 3).

Alteraciones en la fibrinolisis
1. Alteraciones congénitas:

Los pacientes con déficit de a-2 antiplasmina o inhibidor del
activador del plasmindgeno presentan una fibrinolisis rapida

tras un traumatismo o una cirugia y pueden presentar
hemorragias frecuentes.

2. Alteraciones adquiridas:

Los pacientes con cirrosis hepatica presentan una
disminucion de la eliminacién del activador del plasminégeno
con lo que se observa un aumento de la fibrinolisis.

3. Farmacos fibrinoliticos:

Aceleran la lisis del coagulo en casos de tromboembolismo
agudo (cardiaco, pulmonar, etc). El riesgo al administrar
estos farmacos es la hemorragia y el efecto prolongado, que
puede durar hasta 24 horas.

Tissue plasminogen
activator (tPA)
PLASMINOGEN

Plasmimogan activator < FaC_tor }{Ia‘ Xlla
inhibitor 1 & 2 l Kallikrein

L PLASMIN
Urokinase “\\ og-antiplasmin

N

FIBRN 2< FIBRIN DEGRADATION
T PRODUCTS

oz-macroglobulin

THROWMEBIN ,Thrombin—aotivatable
fibrinolysis inhibitor

Figura 3. Mecanismo de la Fibrinolisis. Las fechas azules
indican activacion y las rojas inhibicion. Obtenido de:
https://es.wikipedia.org/wiki/Fibrinolisis

PARAMETROS PARA EL ESTUDIO BASICO DE LA
COAGULACION

e Grafica coagulométrica

Las técnicas coagulimétricas de urgencia para valorar la via
intrinseca (TTPA) y extrinseca (AP, TP, INR) utilizan
diferentes reactivos para formar el coagulo de fibrina en un
plasma pobre en plaquetas y determinan la turbidez del
plasma, que va aumentando de forma correlativa a la
formacion del coagulo. La curva resultante tiene tres fases:
Activacion de factores, polimerizacion (aumento de turbidez)
y estabilizacién de fibrina. Para un andlisis mas exacto, se
realizan la primera y la segunda derivada de la curva, que
corresponden a la velocidad y aceleracién de formacién del
coagulo, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Gréfica coagulimétrica. Elaboracion propia

e Viaintrinseca (TTPA)

El plasma del paciente se incuba con fosfolipidos y un
activador con superficie de contacto cargada negativamente
(silice coloidal, caolin, acido elagico, etc). Tras la incubacién,
se afiade cloruro célcico que desencadena el proceso de
coagulacién, y se mide el tiempo requerido para la formacion
del coagulo.

Esta prueba se utiliza para la evaluacion de los factores de
la via intrinseca de la coagulacion y en la monitorizacién de
la terapia con heparina. El rango normal depende de la
técnica utilizada y del laboratorio. En nuestro caso es de 26-
39 segundos.

Algunas causas de alteracién en TTPA son las siguientes:

1. Tratamiento con heparina soédica, algunas
Heparinas de bajo peso molecular (HBPM) como
tinzaparina y Anticoagulantes orales de accion
directa.

2. Contaminacion de la muestra con heparina.

3. Déficit de Factor XII, XI, X, IX, VI, V, Il o
Fibrinbgeno.

4. Enfermedad de Von Willebrand
5. Enfermedades hepaticas, deficiencia de Vitamina K.
6. Anticoagulante lipico u otros inhibidores.

Un TTPA mayor de 40 segundos debe hacer sospechar en
primer lugar de que el paciente se encuentra anticoagulado
0 existe una contaminacion por una extraccion desde una via
heparinizada. Se pueden realizar las pruebas de trombina y
reptilase para cerciorarse (ver mas adelante). En caso de que
la prueba de trombina sea normal, se puede realizar una
prueba de mezcla, con un pool de plasma control. Si se
corrige la desviacion del TTPA, la causa mas probable es un
déficit de factores; si no se corrige, es probable que haya una

182

presencia de inhibidores, por lo que habra que estudiar las
causas mas a fondo.

e Viaextrinseca (AP, TP, INR)

El plasma del paciente se incuba con fosfolipidos, factor
tisular recombinante y cloruro calcico, que inicia de forma
inmediata la via extrinseca de la coagulacion. Esto resulta
finalmente en la conversion del fibrinogeno en fibrina. El
fibrinbgeno se puede cuantificar de esta forma (método
basado en el TP) determinando la absorbancia (altura de la
curva) obtenida.

Esta prueba se utiliza para la evaluacion de los factores de
la via extrinseca y comun de la coagulacion y en la
monitorizacién de la terapia con anticoagulantes orales
(TAO).

Los resultados de esta técnica se pueden expresar de tres
formas diferentes:

- Tiempo de protrombina (TP): Segundos. Rango
normal: 9.7-13.9 s.

- Actividad de protrombina (AP): Porcentaje de TP
normal respecto al TP del paciente. Rango normal:
75-140 %.

- Index Normalized Ratio (INR): indice internacional
para estandarizar la medida de todos los pacientes
anticoagulados con sintrom (acenocumarol) o
aldocumar (warfarina). Rango normal: 0.85-1.2. El
INR debe estar comprendido entre 2-3 en pacientes
anticoagulados por fibrilacion auricular, flutter
auricular, trombosis, ictus; en pacientes con
protesis valvulares mecéanicas debe encontrarse
entre 2,5-3,5.

Algunas causas de alteracion del TP son las siguientes:

- Antivitamina K: Sintrom, Aldocumar.
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- Déficit de factor VII.

- Déficit de factor IlI, V, X: aunque suelen alterar las
dos vias, primero alteran la via extrinseca.

- Hipofibrinogenemia.
- Coagulacion intravascular diseminada (CID).

- Hepatopatia.

e  Fibrinbgeno

Se puede determinar el conocido como Fibrinégeno
derivado, que es estimado a partir del TP, o de forma directa
utilizando el método de Clauss. El rango de normalidad se
encuentra entre 200-450 mg/dL.

El Fibrindgeno derivado se utiliza como prueba de screening,
y es vélido para valores entre 200-700 mg/dL. En pacientes
con TAO, CID, hepatopatias, fallo renal o disfibrinogenemia
pueden dar un valor mucho mas elevado que el Clauss.

El Fibrindgeno Clauss determina el tiempo que tarda en
formarse el coagulo al afiadir trombina en exceso al plasma
del paciente. Esta determinacion se realiza habitualmente
ante valores <200 mg/dL de Fibrinégeno derivado.

El Fibrinbgeno es un reactante de fase aguda, que ademas
se puede elevar ante el embarazo o la toma de
anticonceptivos orales o el ejercicio agudo. La disminucion
de fibrinbgeno puede deberse a un déficit de éste
(afibrinogenemia, hipofibrinogenemia), enfermedad
hepética, hepatitis virales o Coagulacion Intravascular
Diseminada (CID). Ante un valor <100 mg/dL, constituye un
valor critico y hay que aportar tratamiento sustitutivo por el
alto riesgo de sangrado.

e  Fibrinolisis (Dimero D)

El Dimero D es un dominio antigénico de los productos de
degradacion de la fibrina liberados durante la fibrindlisis por
accion de la plasmina. Este dominio no se encuentra en el
fibrinégeno ni en la fibrina soluble, por lo que es especifico
de estos productos de degradacion de la fibrina. Los Dimeros
D se determinan por un método inmunoturbidimétrico, con un
anticuerpo especifico para el dominio D-Dimero. Esta
determinacion se utiliza principalmente para diagnostico de
la trombosis y la monitorizacion de la terapia trombolitica.

Se encuentran niveles elevados de Dimeros D (>500 ng/mL)
en trombosis venosa profunda (TVP), tromboembolismo
pulmonar (TEP) y coagulacion intravascular diseminada
(CID), donde presentan un alto valor predictivo negativo.
También se encuentran elevados durante el embarazo,
aunque los niveles elevados se asocian con complicaciones.
Otras situaciones en las que se encuentran elevados son el
Infarto Agudo de Miocardio, neumonias, neoplasias,
hepatopatias, traumatismos y COVID-19.

OTROS PARAMETROS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO DE
LA COAGULACION DE URGENCIA

e Anti Xa

Se utiliza un ensayo cromogénico para determinar la
cantidad de factor antiactivado X, que correlaciona con la
actividad heparina de bajo peso molecular (HBPM), por lo
que se utiliza para la monitorizacién del tratamiento. Se suele
utilizar Unicamente en pacientes con posibles alteraciones
farmacocinéticas, como pacientes obesos, de bajo peso,
gestantes o con insuficiencia renal. El rango terapéutico se
encuentra entre 0,6-1,2 U/mL, y el rango profilactico entre
0,2-0,6 U/mL.

e Tiempo de Trombina (TT) y Tiempo de Reptilase
(TR)

En el test de Tiempo de Trombina, el Fibrinégeno del plasma
del paciente se transforma en Fibrina tras afiadir trombina,
midiendo el tiempo requerido para la formacion del coagulo.

En la prueba de Tiempo de Reptilase, se utiliza Batroxobina
o Reptilasa, un compuesto procedente del veneno de la
serpiente de barba amarilla (Bothrops atrox) que funciona de
manera similar a la trombina, con la diferencia de que no se
ve inhibida por la heparina.

Estas pruebas se utilizan principalmente para asegurar o
descartar una anticoagulaciéon con heparina ante un TTPA
alargado. En primer lugar, se realiza una prueba de trombina,
qgue si fuera alargado (Figura 5) se realizaria un test de
reptilase. En caso de ser normal, se puede asegurar que
existe una anticoagulacion con heparina. En caso de ser
también elevado, se deberia pensar en una alteracion del
fibrinbgeno o una hepatopatia.

[ TTPA alargado (>45”) |

Tiempo de Trombina

100 uL muestra

problema +100 uL
Normal control normal
~
I Tiempo de Reptilase I Mezcla con
control normal
| Normal | I Alargado | /\ -
Correccion No corrige
l de TTPA TTPA
Muestracon Alteraciones del !
heparina fibrinégeno, Déficit de ﬁ .
hepatopatia factores inhibiores

Congelar plasma
para otros estudios

Figura 5. Algoritmo de actuacion ante un TTPA alargado.
Elaboracion propia

e Test de la Funcion Plaquetaria (PFA-100)

En esta prueba se hace pasar la sangre total anticoagulada
con citrato del paciente a través de dos membranas porosas
en las que en una hay colageno con epinefrina, y en la otra,
colageno con ADP. Al pasar las plaquetas por estas
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membranas, se agregan, determinando el tiempo que tarda
en obturarse la membrana. El alargamiento de estos tiempos
de obturacién indica diferentes causas patoldgicas (Tabla 1).

Colageno/Epinefrina
Colageno/ADP Normal ISRl
9 (>160s)
Normal AINE
Inhibidores de
ADP Uremia
Pr(olonga;jo plaquetarios
>125s i
Enfermedad de Trombopatias
von Willebrand

Tabla 1. Interpretacion de resultados de la prueba PFA-100.
Adaptado de: Gonzélez Hernandez A, 2014.

INTERFERENCIAS EN LA MEDICION

Es importante mantener una proporcion constante entre el
plasma y el anticoagulante. Esto generalmente se cumple
para pacientes con un hematocrito normal. Sin embargo, en
pacientes con un hematocrito superior a 55% (o inferior a
28%) es necesario corregir la cantidad de anticoagulante
utilizado, ya que a hematocritos elevados el volumen
plasméatico es menor y se obtendrian tiempos falsamente
alargados por el exceso de anticoagulante.

A la hora de la extraccion es importante rellenar
correctamente el tubo (hasta la linea de enrase) con sangre
del paciente. Si se extrae un volumen menor, existird mas
concentracion de anticoagulante y por tanto se prolongaran
los tiempos de coagulacion. Por otra parte, en el caso de
emplear tubos de vacio, no debe extraerse antes del tubo de
coagulacién un tubo con otro anticoagulante o con aerosoles
gue activen la coagulacién. En caso de extraer el tubo de una
via, es importante descartar que haya podido contaminarse
con heparina o pueda estar diluida con suero fisioldgico.

Al emplear la turbidimetria para la determinacién del coagulo,
el plasma debe permitir el paso de luz. Si la muestra esta
lipémica, ictérica o hemolizada es posible que interfiera por
una absorcion de luz que proporciona unos resultados
alterados.

EFECTO DE LOS ANTICOAGULANTES EN LAS
TECNICAS DE COAGULACION

e Heparinas no fraccionadas (HNF)

Estos fArmacos estimulan la accién de la antitrombina Ill, lo
que aumenta su capacidad de inactivar la via comun
(trombina y factor Xa) y la via intrinseca (factores Xlla, Xia 'y
IXa).

Alteran el TTPA, lo que se utiliza para monitorizar su accion,
y si existe una sobredosificacion pueden alterar el TP por la
inactivacion de la via comun.
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e Heparinas de bajo peso molecular (HBPM)

Las heparinas de bajo peso molecular (Enoxaparina,
Bemiparina, Fraxiparina, Nadroparina, Tinzaparina) realizan
su accion mediante un mecanismo similar a la HNF pero
inhibiendo de forma mucho mas significativa el factor Xa que
el factor lla. De esta manera, a concentraciones normales no
afecta ni al TP ni al TTPA y se monitorizan mediante la
actividad anti-Xa.

e Antivitamina K (ACK)

El acenocumarol y la Warfarina impiden la formacion
hepéatica de los factores Il, VII, IX y X, por lo que afectan a la
via comin y la via extrinseca. De esta manera, alteran
principalmente el TP, AP y INR (este ultimo se utiliza para su
monitorizacion).

e Anticoagulantes orales de accion directa (ACOD)

Estos anticoagulantes tienen dos vias de accion. Por un lado,
esta el Dabigatran, que es un inhibidor de la trombina y altera
principalmente el TTPA y en algunos casos el TP. Por otra
parte, el Tiempo de Trombina es muy sensible a las
concentraciones de este farmaco.

Por otro lado, estdn los inhibidores del factor Xa
(Rivaroxaban y Apixaban), que alteran el TP, en menor
medida el TTPA y no alteran el Tiempo de Trombina. La
actividad anti-Xa es muy sensible a la concentracién de estos
farmacos.

Sin embargo, aln no existen pruebas estandarizadas que se
correlacionen con el efecto anticoagulante de estos farmacos
y permitan su monitorizacion en el laboratorio.
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Palabras clave: Artritis séptica, Infeccion articular

INTRODUCCION

La artritis séptica es la reaccion inflamatoria que se produce
como consecuencia de la infeccion de la cavidad articular por
microorganismos que potencialmente pueden provocar la
destruccion de la/s articulacion/es. En la mayoria de casos el
agente causal de la infeccion es bacteriano, aunque con
menor frecuencia otros microorganismos también pueden
estar implicados. Se considera que la artritis séptica es una
verdadera urgencia médica ya que se trata de una
enfermedad infecciosa con importante morbilidad vy
mortalidad.

La artritis séptica se diferencia de la artritis reactiva porque
en esta Ultima nos encontramos ante un proceso inflamatorio
esteéril.

Generalmente se trata de un proceso monoarticular
(monoartritis), aunque también se puede ver involucrada mas
de una articulacién (oligoartritis si son 2 6 3 o poliartritis si
son mas de 3). Algunos factores que pueden predisponer a
la afectacion poliarticular pueden ser la artritis reumatoide,
otras enfermedades del tejido conectivo, la inmunosupresion
o la sepsis. Las articulaciones mas frecuentemente
afectadas son la rodilla y la cadera, el resto de articulaciones
se ven afectadas en menos del 10% de los casos.

Se estima que el numero de casos es de 7-8 por 100.000
personas-afio. La incidencia ha ido aumentando a lo largo de
los afios debido al envejecimiento de la poblacién, aumento
de las resistencias y las terapias inmunosupresoras.

FISIOPATOLOGIA

La artritis séptica comienza cuando el microorganismo con
potencial patdgeno alcanza el espacio sinovial, donde
prolifera y desencadena el proceso inflamatorio.

Existen tres posibles vias de acceso:

— La via hematégena, la mas comun. El
microorganismo accede a través de la sangre desde
un foco de infeccién/colonizacion lejano.

—  Por contigiiidad, por ejemplo por la infecciéon de un
hueso cercano.

— Porinoculacion directa, la menos comin. Se puede
producir por un proceso invasivo articular como, por
ejemplo, una herida traumatica o una cirugia.

PATOGENESIS

La artritis séptica cursa con dolor, hinchazén, calor,
restriccion del movimiento en la/s articulacion/es afectada/s
y fiebre en la mayoria de los casos.
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La patogénesis se debe a la invasion bacteriana que
desencadena una respuesta inflamatoria aguda e isquemia
tisular. Como consecuencia se produce una respuesta
inflamatoria con liberaciéon de citoquinas, proteasas y otros
productos inflamatorios por parte de las células que dan
origen al exudado purulento, ademas de a la degradacion e
inhibicion de la sintesis del cartilago (hidrolizan el colageno
y proteoglucanos) y pueden llevar a la destruccion
irreversible del hueso.

Asi mismo se produce un aumento de presion y disminucion
del flujo sanguineo lo que tiene como consecuencia la
anoxia.

A esta respuesta inflamatoria se unen las propiedades
patogénicas caracteristicas del microorganismo invasor,
existiendo diferentes grados de virulencia. Los retrasos en el
diagnéstico y tratamiento del paciente pueden llevar a una
lesion irreversible en la articulacion.

Existen diversos factores como la estabilidad de la capsula
sinovial, el estado de inmunosupresion del paciente o la
virulencia del agente patégeno que pueden desencadenar en
un empeoramiento prondstico y derivar en un estado séptico.
La infeccién puede evolucionar a bacteriemia e incluso a la
muerte del paciente.

FACTORES DE RIESGO

Existen muchos factores que predisponen a sufrir artritis
séptica, algunos de ellos se muestran en la Figura 1.

Figura 1. Principales factores de riesgo que predisponen a
sufrir artritis séptica. Elaboracion propia

En cuanto a la edad, los pacientes con un mayor riesgo de
sufrir artritis séptica son los mayores de 65 afios y los nifios.
También tienen mas riesgo aquellos pacientes que han sido
sometidos a cirugias articulares, pacientes que tienen
prétesis, los adictos a drogas por via parenteral (ADVP),
pacientes con diabetes mellitus, artritis reumatoide u otra
patologia articular cronica de base. La endocarditis
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infecciosa también se considera un factor que predispone a
la poliartritis séptica bacteriana.

ETIOLOGIA

Los microorganismos que mas comunmente causan artritis
séptica varian con la edad y caracteristicas de los pacientes
(Figura 2).

e  Staphylococcus aureus

Es el principal agente etioldgico independientemente de
la edad o comorbilidad. Este patdgeno es propenso a
adherirse a los tejidos sinoviales. Las infecciones por
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM)
han aumentado en los ultimos afios.

e  Streptococcus spp.

Estreptococos B-hemoliticos del grupo A (S. pyogenes),
grupo B (S. agalactiae) o C, G o S. También
estreptococos a-hemoliticos del grupo “viridans” y
Streptococcus pnmeumoniae (neumococo). Es el
segundo grupo de microorganismos mas frecuente
independientemente de la edad. La artritis neumocdcica
ha disminuido notablemente su prevalencia gracias a la
vacunacion y es mas comun en pacientes con anemia
drepanocitica, mieloma madltiple o disfuncién esplénica.

e Bacilos Gram-negativos

Los méas comunes son los Enterobacterales vy
Pseudomonas aeruginosa. Se asocia generalmente a
pacientes ADVP, de avanzada edad o]
inmunodeprimidos. También se asocia a focos
infecciosos extraarticulares (ej. infeccién urinaria).

La prevalencia de la artritis por Haemophillus influenzae
tipo b ha disminuido considerablemente gracias a la
vacunacion, por eso es mas frecuente en nifios menores
de 5 afios no vacunados.

Kingella kingae coloniza la orofaringe de nifios menores
de 5 afios y es una importante causa de infeccién osteo-
articular infantil por diseminacién sistémica. Es una
bacteria de dificil aislamiento en cultivo por lo que cada
vez es mas frecuente el diagnostico por PCR a tiempo
real.

Otros bacilos Gram negativos de la microbiota oral como
Fusobacterium o Prevotella pueden causar infeccién en
caso de traumatismo articular abierto o en pacientes
ADVP. En este caso podria ocurrir una infeccién
polimicrobiana de la articulacion.

e Neisseria gonorrhoeae (gonococo).

Causa mas comun de artritis séptica en adultos jovenes
sexualmente activos aunque ha ido disminuyendo su
prevalencia. = Suele cursar con poliartralgias,
tenosinovitis y exantema.

e Otras etiologias menos frecuentes

Mycobacterium tuberculosis, otras micobacterias no
tuberculosas y hongos (Candida, Cryptococcus,
Blastomyces, Coccidioides, Sporothrix, Aspergillus) o
Mycoplasma hominis en ocasiones son agentes
causales en pacientes inmunocomprometidos.

Algunos virus (virus Chikungunya, dengue, zika,
parvovirus, sarampién, rubeola, etc) también pueden
producir poliatritis por depdsito de inmunocomplejos.

: Portadores
Lactantes Adultos Ancianos o
de protesis
|| Staphylococcus || Staphylococcus Stophylococcus || Staphylococcus || Staphylococcus
GUIEUs JUFELS oLreUs oLreUs
Streptococcus || Streptococcus || Streptococcus | | ES:::;T:::: :
agalactios preumonias ganarrhege PREUmaniae negativos
| | Bacilos Grarn || Streptococcus || 5 agalactiae, 5.
negativos pyogenes pyogenss
. , Bacilos Gram
Kingeila kingae negativos

Figura 2. Agentes causales mas comunes segun edad y caracteristicas del paciente, Elaboracidn propia.
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DIAGNOSTICO
Para el correcto diagnostico es fundamental:
— Recabar una historia minuciosa del paciente.

— Realizar un examen de la articulaciéon tanto con
pruebas de imagen como visualmente.

— Establecer la presencia o ausencia de derrame.
— Realizar un estudio de sangre periférica.

—  Estudiar el liquido sinovial.

—  Extraccién de hemocultivos.

La triada clasica que nos vamos a encontrar en los pacientes
con artritis séptica es:

—  Fiebre (aunque no todos los pacientes van a tener
fiebre y en muchas ocasiones va a ser fiebre baja
habréa pacientes que ronden los 40 grados).

— Dolor hasta en el 75% de los pacientes.

— Restriccion del movimiento en la articulaciéon
afectada.

e Exploracion fisica y pruebas de imagen

A la exploracion fisica veremos tumefaccion franca, eritema
calor e inflamacion. Estos sintomas seran menos evidentes
en articulaciones profundas y en pacientes de edad
avanzada, inmunosuprimidos o adictos a drogas por via
parenteral.

Entre las pruebas de imagen que nos pueden ayudar a
orientar el diagnéstico se encuentran:

— Radiografia: Podremos observar si existe un
aumento del espacio articular.

— Ecografia: Permite la deteccion del derrame pero no
aporta informacion sobre un origen infeccioso o no.

— Resonancia magnética: Mejora la diferenciacion
entre infeccion 6sea y de partes blandas.

— Gammagrafia 6sea: Permite detectar inflamacion.

e  Estudio bioguimico

Habréa que prestar especial atencién a los reactantes de fase
aguda. Normalmente nos encontraremos con una Velocidad
de Sedimentaciéon Globular (VSG), Proteina C Reactiva
(PCR) y leucocitos elevados. Estos parametros no son
diagnosticos pero conviene tenerlos en cuenta sobre todo
para ver la respuesta al tratamiento. Nos serviran para
realizar monitorizacion.

e  Estudio liquido sinovial

El liquido sinovial se obtendra por artrocentesis diagnostica
y se realizara tanto estudio bioquimico como citolégico,
microbiolégico y de cristales.

o  Estudio bioguimico

Tipicamente nos encontraremos con
niveles de glucosa inferiores a 40-50 mg/dl
(Valores normales 80-100 mg/dl). Estos
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niveles orientan hacia la presencia de
bacterias en el liquido.

Los niveles de proteinas estaran
aumentados, normalmente >4.4g/dl,
cuando los niveles normales son <2 g/dl.
Esto es indicativo de la proliferacién de
sustancias de desecho probablemente
relacionadas con la actividad bactericida
de los neutrdfilos.

o Estudio de cristales

Se buscaran cristales mediante
microscopia de luz polarizada que nos
podria orientar hacia otros diagndsticos
pero no descartaria del todo la artritis
séptica.

o Estudio citolégico

En condiciones normales, el liquido
sinovial es transparente, con una elevada
viscosidad, <200 leucocitos/mm?3, un
porcentaje de polimorfonucleados inferior
al 25% y presenta un cultivo estéril.

Cuando existe infeccion del liquido sinovial
sus caracteristicas cambian, tipicamente
nos encontraremos ante un liquido opaco,
amarillo/lechoso, >20.000 leucocitos/mm3
(no existe un punto de corte especifico),
>75% de polimorfonucleados y un cultivo
positivo.

o  Estudio microbiol6gico

Se realizara una tincién de Gram y cultivo
por siembra en placas o por inoculacion en
frasco de cultivo (aerobio y anaerobio) del
liquido sinovial extraido.

La tincibon de Gram, aln con sus
limitaciones de interpretacion y
sensibilidad, nos permitird realizar una
revisiébn microscopica precoz para ajustar
la terapia antibiética en caso de
observacion de células inflamatorias y
microorganismos.

La obtencion de un cultivo negativo no
permite descartar artritis séptica, por
ejemplo en el caso de infecciones por
Kingella kingae, Neisseria gonorrheae o
tratamiento  antibiético previo a la
obtencion de la muestra. La PCR a tiempo
real en la muestra clinica es una técnica
molecular diagnostica en el caso de
sospecha de infeccién elevada con
cultivos negativos.

e  Hemocultivos

El estudio de los hemocultivos es muy importante ya que
hasta 1/3 de los pacientes desarrolla bacteriemia y, en
ocasiones, los hemocultivos son la Unica forma de establecer
un diagnéstico microbiolégico definitivo.
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e Oftros

Ademas de los estudios habitualmente realizados, ante la
sospecha de artritis séptica, hay otras pruebas que se puede
realizar para ayudar a orientar el diagnéstico:

— Procalcitonina: Los niveles de procalcitonina en
suero nos pueden ayudar a diferenciar entre artritis
séptica 0 no séptica.

— Lactato en liquido sinovial

— Reaccién en cadena de la polimerasa en liquido
sinovial

— Prepepsina: se genera por la descomposicién del
CD14 que se produce cuando las bacterias son
fagocitadas por los monocitos. Los niveles de
prepepsina se elevan cuando hay sepsis pero no
cuando hay respuesta inflamatoria en ausencia de
infeccion. Los niveles de prepepsina en liquido
sinovial (también en suero) pueden ayudar a
establecer un diagndstico temprano.

TRATAMIENTO

El tratamiento de la artritis séptica incluye el drenaje de la
articulacién y la implantacion de tratamiento antibiético.

e Drenaje de la articulacion

Una de las primeras acciones a realizar es la evacuacion del
contenido articular infectado, se debe realizar para
descomprimir la zona, mejorar el flujo sanguineo y eliminar
las toxinas y proteasas.

Hay varias formas de realizar la evacuacion:
—  Artrocentesis
— Artroscopia
— Artrotomia

Para la recuperacion de la articulaciéon habra que pasar de la
inmovilizacion (en una posicion funcional) a una fase de
movilizacion pasiva y finalmente a una movilizacién activa.

e  Tratamiento antibiético

Ante la sospecha de artritis séptica se debe establecer
antibioterapia empirica hasta obtener la confirmacion del
diagnostico (Tabla 1).

Para establecer el tratamiento, en ausencia de diagnéstico
definitivo, deberemos tener en cuenta la historia y
caracteristicas del paciente, los sintomas y los resultados de
la tincion de gram. Con estos datos habra que establecer
elllos agentes causales mas probables y pautar un
tratamiento  antibiético que cubra frente a estos
microorganismos.

Tras la confirmacion del diagndstico se podra modificar el
tratamiento para seleccionar aquellos antibidticos que sean
mas eficaces contra la bacteria causante de la artritis séptica.

CASO CLINICO

Varén de 66 afios natural de Ecuador con antecedentes de
mieloma multiple quiescente IgG kappa de alto riesgo que

mantiene tratamiento con prednisona en dosis descendente,
hipertension arterial y cardiomiopatia isquémica crénica. El
paciente acude al Servicio de Urgencias por dolor intenso e
impotencia funcional en hombro derecho con claro
empeoramiento en la semana previa. Niega traumatismos y
sobreesfuerzos a ese nivel.

No presenta fiebre ni tiritona. A la exploracion, presenta mal
estado general, palidez cutanea, diaforesis y taquicardia.
Destaca un importante derrame articular y tumefaccion de la
articulacién glenohumeral, con impotencia funcional total y
gran dolor a la movilizacién. La analitica sanguinea muestra
marcada elevacion de PCR (20.95 mg/dl). Se realiza
ecografia articular del hombro derecho que muestra
abundante liquido en la bursa subacromio-subdeltoidea, con
contenido ecogénico, compatible con bursitis (Figura 3).

Figura 3. Acumulacién de liquido en la articulacion
glenohumeral del hombro derecho (A) e izquierdo sin
afectacion (B). Elaboracion propia

Teniendo en cuenta los datos de los que se dispone hasta
este momento se establece la sospecha de artritis séptica por
lo que se decide realizar una artrocentesis diagnostica
mediante la cual se extraen 26mL de pus franco y establecer
tratamiento con ceftriaxona y cloxacina.

El pus extraido se envia al Laboratorio de Microbiologia y se
le realiza un gram urgente en el que se observan cocos gram
positivos en cadenas con predominio de diplococos y células
inflamatorias (Figura 4).

¥

Figura 4. Tincion de gran del material purulendo extraido
por artrocentesis. Elaboracién propia
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Tras el gram la sospecha es de artritis séptica estreptocdcica
y, aunque se puede retirar la cloxacina, se decide mantener
el tratamiento antibiético sin cambios hasta tener un
diagnéstico definitivo y se realiza un desbridamiento por
artroscopia y colocacion de drenajes.

Pasadas 24h de la incubacion crecen en agar sangre y
chocolate unas colonias pequefias alfa-hemoliticas que se
identifican, utilizando MALDI-TOF (Bruker Daltonics,
Alemania), como Streptococcus pneumoniae con un score
2,03. Tras la identificacion se procede a desescalar el
tratamiento antibiético a monoterapia con ceftriaxona. El
antibiograma realizado por E-test revela sensibilidad a
penicilina (CMI <0.016 mg/dL), cefotaxima (CMI 0.012
mg/dL) y levofloxacino (CMI 0.75mg/dL) segln criterios de
EUCAST.

La cepa se remite al Laboratorio Regional de Salud Publica
de la Comunidad de Madrid, donde se clasifica como
Streptococcus pneumoniae serotipo 15B (esta cepa se
encuentra en el 1.6% de los casos). Se procede a revisar los
antecedentes vacunales del paciente, comprobandose que
recibié una dosis de vacuna conjugada (VNC13) en 2010 y
otra en 2016 pero nunca la VNP23 que protege frente al
serotipo 15B.

Siete dias después del ingreso, habiéndose retirado los
drenajes y manteniendo el paciente un excelente estado
general y sin dolor a nivel articular, se procede al alta
domiciliaria pautando amoxicilina via oral 1 gr/8h durante 3
semanas. El diagnéstico final fue de artritis séptica por S.

pneumoniae en paciente con antecedente de mieloma
multiple en tratamiento con corticoides.

Tras seis meses se le considera curado de la infeccion
presentando como secuela impotencia funcional parcial en la
articulacion

CONCLUSIONES

En las artritis neumocdcicas hasta un 36% de los pacientes
tienen afectacion poliarticular, en contraste, nuestro paciente
tiene una monoartritis.

El 6% de las artritis sépticas son debidas a S. pneumoniae y
de éstas un 6% se dan en pacientes con mieloma multiple.
Los pacientes con mieloma multiple estan
inmunocomprometidos y tienen mas riesgo de sufrir
infecciones por bacterias encapsuladas.

La implantacién de un tratamiento antibiético temprano es
crucial en los pacientes con artritis séptica.

Existe un elevado porcentaje de pacientes que sufren
pérdida irreversible de la funcionalidad de la articulacion,
como es el caso de nuestro paciente.

Nifios <5 afios

Amoxi-clavulanico o
cefuroxima/cefalosporina
de 3?2 generacion

cefuroximal/cefalosporina
de 32 generacion

Cloxacilina (si cocos en
racimos)

32 generacion
(ceftriaxona o
cefotaxima)

L . Cocos Gram .
. Sin aislamiento . ) Bacilos Gram
Pacientes . Cocos Gram positivos negativos .
bacteriano negativos
(gonococo)
Amoxi-clavulanico o _ _
Cefalosporina Cefuroxima/

cefalosporina 32
generacion o
amoxi-clavulanico

Nifio mayor

Cloxacina con o sin
cefalosporina de 3?2

Cloxacilina o amoxi-

Adolescentes - . L . IDEM
generacion o amoxi- clavulanico o cefuroxima
Adultos jévenes clavulanico
ADPV Cloxacina + gentamicina IDEM IDEM Ceftazidima o
aztreonam
Cefalosporina
Amoxi-clavulanico + Amoxi-clavulanico o 3?3/42 generacion o
Edad > 65 afios gentamicina o cloxacina cloxacilina y/o IDEM aztreonam/
Inmunodeprimidos | Mas cefalosporina de 32 cefalosporina 32 piperacilina-
generacion generacion tazobactam/

carbapenémicos

Tabla 1. Sospecha clinica de artritis séptica: antibioterapia empirica urgente en base a la tincion de Gram del liquido
articular y las caracteristicas del huésped. Adaptada de:
www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosclinicos/seimc-procedimientoclinicovi.pdf
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DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad celiaca (EC) es un desorden sistémico
cronico que cursa con enteropatia y que se desencadena en
individuos genéticamente predispuestos tras la ingesta de
gluten, el cual origina una reaccién inmunitaria en la que
participan distintas células y moléculas y que puede originar
efectos intestinales y extraintestinales.

La EC es una de las patologias crénicas intestinales mas
frecuentes y su prevalencia va en aumento en las udltimas
décadas. Esto se debe, en parte, a la globalizacion, que ha
supuesto un incremento del consumo de productos ricos en
gluten, término que hace referencia al conjunto de proteinas
ricas en glutamina y prolina presentes en distintos tipos de
cereales, principalmente en el centeno, el trigo y la cebada.
Ademas, el mejor conocimiento de la enfermedad y de las
técnicas diagndsticas también ha contribuido al aumento de
la prevalencia, puesto que ha permitido diagnosticar a un
mayor numero de personas.

En general, se estima que el 1% de la poblacion global
padece esta patologia, aunque este porcentaje varia
dependiendo de la zona geogréfica y de la edad. Ademas,
esta cifra se corresponde con los pacientes diagnosticados,
pero hay una gran cantidad de poblacion que padece la
enfermedad y no esté diagnosticada. Se estima que por cada
nifio celiaco diagnosticado existen otros cuatro sin
diagnosticar y en el caso de los adultos este porcentaje es
todavia menor, aproximadamente solo uno de cada 9 adultos
celiacos estéa diagnosticado.

GENETICA DE LA ENFERMEDAD

Actualmente, se considera que la EC posee un alto grado de
heredabilidad y ha sido caracterizada como una enfermedad
poligénica con una compleja herencia no-mendeliana que
afecta tanto a genes HLA como a otros ubicados fuera de
esta localizacién del genoma.

e Genéticaasociada al HLA

El principal factor genético asociado a un mayor riesgo de
desarrollo de la EC recae sobre la region del genoma que
codifica el HLA.

El HLA o complejo principal de histocompatibilidad es un
complejo de glicoproteinas localizado, principalmente, en la
membrana celular. Se divide en HLA de clase I, 11 y lIl.

Determinadas variantes en dos genes de HLA de clase I,
HLA-DQA1 y HLA-DQB1, se han relacionado con mayor
riesgo a padecer la enfermedad. Esos genes codifican las
cadenas peptidicas a y B que conforman la molécula HLA-
DQ. A diferencia del HLA de tipo I, esta molécula solo se
expresa en las células presentadoras de antigeno
profesionales: los linfocitos B, los macréfagos y las células
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dendriticas, principalmente. Estas células presentaran sus
péptidos a los linfocitos T CD4 y, aquellos que posean un
TCR capaz de reconocer dicho péptido se activaran y
sintetizaran distintas citoquinas que modularan la respuesta
inmunitaria.

Los genes HLA son polimorficos, en la poblacion existen
muchas variantes de estas moléculas que son capaces de
unir péptidos de distinta naturaleza. Ademas, estos genes
poseen codominancia, es decir, que en cada individuo se
expresan los dos alelos.

En la década de 1970 se demostré la asociacion entre los
genes HLA y el riesgo de desarrollar la EC. Apenas una
década después los alelos que codifican la molécula HLA-
DQ?2 se establecieron como los principales responsables del
riesgo genético de padecer la patologia. Cerca del 90-95%
de los pacientes de EC expresan la molécula HLA-DQ2 y
aproximadamente todos los restantes la molécula HLA-DQ8.

Los factores de riesgo asociados a las variantes genéticas
de HLA-DQ dan cuenta del 22% de la heredabilidad de la EC
mientras que si se tiene en cuenta el riesgo asociado a las
variantes de otras moléculas de HLA (como HLA-DP o HLA-
DR) este porcentaje asciende hasta el 25%.

e Otros factores genéticos

Durante mucho tiempo solo determinadas variantes
genéticas del HLA (especialmente las que daban lugar a la
aparicion de las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQ8) se
relacionaron con un mayor riesgo de padecer la EC. Sin
embargo, se estima que el 40% de la poblacién europea
posee al menos una de estas variantes moleculares HLA-DQ
pero solo el 1% llega a desarrollarla, por tanto, parece Idgico
pensar que existen otros factores (genéticos y ambientales)
gue deben estar relacionados con el desarrollo de la EC.

El desarrollo de estudios de asociacion genética a gran
escala (GWAS, Genome Wide Association Studies) supuso
un gran avance en la deteccion de regiones del genoma
relacionadas con numerosas enfermedades. Estos proyectos
se basaban en el estudio de multitud de variantes genéticas
(en la gran mayoria de los casos polimorfismos de un Unico
nucle6tido, SNPs) repartidas a lo largo de todo el genoma en
personas sanas Yy pacientes de una determinada
enfermedad. El primer GWAS realizado sobre la EC permitid
detectar una sola region no-HLA asociada con la
enfermedad: la regién que incluia los genes IL2-IL21, pues
en ella existia elevado desequilibrio de ligamiento y no se
podia distinguir cuél era el gen asociado. Posteriormente, se
comprobo que dicha region guardaba relacién con multiples
enfermedades autoinmunes.

Mas tarde, los estudios de “follow up” permitieron identificar
otras nuevas regiones no HLA asociadas con la enfermedad
Estos segundos estudios rescataron aquellas variantes que
en el proyecto GWAS dieron una fuerte asociacién con una
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determinada enfermedad pero que no llegaban a superar el
umbral de significaciéon establecido en dicho proyecto. Por
tanto, tomando una nueva muestra y nuevos controles se
repitieron los experimentos anteriores y se aceptd que
aquellas variantes que volvieron a mostrar una fuerte
asociacion estaban relacionadas con la enfermedad.

Un siguiente proyecto realizado con el objetivo de identificar
un mayor niumero de variantes genéticas asociadas a la EC
y a otras enfermedades autoinmunes fue el llamado proyecto
“Immunochip”, que estudi6 las variantes genéticas
previamente asociadas a cada enfermedad autoinmune en
pacientes de las restantes enfermedades autoinmunes. Por
ejemplo: se estudiaron las variantes genéticas claramente
asociadas a artritis reumatoide en pacientes de diabetes tipo
I, lupus eritematoso sistémico, EC... Se comprobé que 36 de
estas regiones mostraban una gran asociacion con la EC.
Recientes estudios realizados por otros autores elevan el
numero de loci no-HLA relacionados con la EC a 42.

Actualmente, teniendo en cuenta las variantes genéticas
HLA y no-HLA asociadas a la patologia se puede llegar a
explicar el 31% de la heredabilidad de la EC.

Las variantes alélicas con una frecuencia en la poblacién
entre un 5-10% (variantes raras) se excluyeron de los
estudios de GWAS y durante mucho tiempo se penso que
estas variantes explicarian el resto de la heredabilidad de la
EC. Sin embargo, diferentes estudios posteriores mostraron
que estas variantes poco frecuentes no eran capaces de
explicar el resto de la heredabilidad de la enfermedad, que
pasé a denominarse “heredabilidad perdida”.

El proyecto GWAS puso de manifiesto que el 90% de las
regiones del genoma asociadas a la enfermedad estaban
localizadas en regiones no codificantes. Numerosos estudios
demuestran que las regiones del genoma que no codifican
proteinas juegan un papel fundamental en la expresién
génicay en el riesgo a padecer la EC.

INMUNOPATOGENESIS DE LA EC

En primer lugar, la llegada del gluten y los péptidos derivados
de éste al intestino desencadena un cierto efecto toxico que
todavia no se conoce muy bien y que va a originar una
respuesta por parte del sistema inmunitario innato, el cual va
a alterar las uniones entre las células epiteliales,
incrementando asi la permeabilidad del epitelio y
favoreciendo el paso del gluten a través de éste.

Una vez en la lamina propia, se va a producir la
desamidacion de los péptidos del gluten por parte de la
enzima transglutaminasa 2 (TG2). Estos péptidos
modificados van a ser captados por las células
presentadores de antigenos, las cuales los van a presentar a
los linfocitos TCD4 a través de las moléculas HLA-DQ, sobre
todo HLA-DQ2 y HLA-DQ8. A continuacion se desencadena
una respuesta celular y humoral con produccion de
anticuerpos y de citoquinas, y son estas citoquinas las que
podrian perpetuar la respuesta inmunitaria e incrementar la
permeabilidad del epitelio. Posteriormente, se produce la
infiltracién, principalmente de linfocitos TCD8 en el epitelio
como respuesta a las citoquinas liberadas. Finalmente, tiene

lugar la destruccion de las células epiteliales por parte de los
linfocitos TCD8.

En algunos casos, los linfocitos B reconocen la TG2 que tiene
unido el péptido modificado. Todo este complejo va a ser
endocitado por el linfocito B. En este punto se produce la
presentacion de péptidos al linfocito T CD4, tanto de la TG2
como del péptido modificado. De modo que se activa el
linfocito T por la presencia del péptido modificado. La
activacion del linfocito T induce la produccion de anticuerpos
por las células plasmaticas contrala TG2, que es lo que estos
linfocitos B han reconocido del complejo. Esto ultimo explica
la presencia de anticuerpos frente a este enzima en el suero
de la mayoria de pacientes celiacos.

La presencia conjunta de atrofia intestinal, anticuerpos y
genética HLA de riesgo se esta utilizando actualmente como
criterio diagnostico. Sin embargo, conviene recalcar que a
dia de hoy no se ha encontrado relacion entre los anticuerpos
frente a la TG2 y la patologia intestinal de los pacientes. Por
tanto, no es de extrafar, que dentro de los pacientes celiacos
se den casos de enfermos que no presentan los anticuerpos
anteriormente citados.

Los linfocitos T CD4 juegan un papel fundamental en la
patogénesis de la EC. Los linfocitos T se encargan de
producir las citoquinas proinflamatorias (interferén gamma e
IL-21, fundamentalmente) que propician la activacion de los
linfocitos T CD8 y su accion sobre las células epiteliales del
intestino. Ademas, estos linfocitos T CD4 también estan
implicados en la diferenciacion de los linfocitos B a células
plasmaticas productoras de anticuerpos.

e Papel de las variantes HLA en la
inmunopatogénesis de la EC

Las moléculas HLA-DQ tradicionalmente asociadas con la
enfermedad (HLA-DQ2 y HLA-DQ-8) presentan una gran
afinidad para unir péptidos de gluten, especialmente tras ser
desamidados por la TG2. Esta enzima, ubicua en muchos
tejidos, cataliza una reaccion de desamidacion sobre los
péptidos de gluten aumentado asi su carga neta negativa y
favoreciendo su interaccion con las moléculas de HLA-
DQ2/DQ8, lo que supone un paso fundamental en la
patogénesis de la EC.

Las moléculas HLA-DQ8 y HLA-DQ2 se diferencian en su
capacidad para unir péptidos con residuos cargados

HLA-DQ2/DQ8

Gluten

Figura 16. Factores relacionados con el desarrollo de la EC.
Tomado de: Dieli-Crimi R et al, 2015

193



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2021

negativamente en diferentes posiciones. De los dos tipos de
moléculas, HLA-DQ?2 se relaciona con un mayor riesgo de
padecer la enfermedad debido a la enorme variedad de
péptidos que es capaz de unir y a la gran estabilidad de los
complejos péptido-HLA.

e Papel de las variantes no-HLA en la

inmunopatogénesis de laEC

No todas las personas que expresan las moléculas HLA-
DQ2/DQ8 desarrollan la enfermedad por lo que existen otros
factores implicados, entre ellos algunas variantes genéticas
no relacionados con las regiones HLA. A pesar de que se han
puesto de manifiesto diferentes variaciones genéticas que
parecen estar relacionadas con la EC, actualmente se
conocen pocos genes cuyo papel en la patogénesis de la
enfermedad esté claro, aunque si se ha visto que muchos de
estos genes estan relacionados con el sistema inmunitario.
No obstante, una gran cantidad de las variantes genéticas
asociadas con la patologia se han hallado en regiones no
codificantes del genoma, lo que indica que podrian tener un
importante papel en la regulacion de la expresion génica que
explicaria su relacion con la enfermedad.

Sin embargo, si se ha podido comprobar que una gran
cantidad de los genes no-HLA asociados con la EC estan
involucrados en la activacion y diferenciacion de los linfocitos
T, que desempefian un papel crucial en la enfermedad.

Por tanto, la EC es una patologia compleja que se inicia con
la ingesta de gluten en personas genéticamente

Y

Gluten peptides

predispuestas (HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8). No obstante,
existen otros factores genéticos relacionados con la
enfermedad (regiones no-HLA, en muchos casos asociadas
con la regulacién epigenética). Del mismo modo, recientes
estudios parecen indicar que la microbiota intestinal también
desempefia un papel clave en la patologia. La suma de todos
estos factores es lo que explica el desarrollo de la EC.

MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA EC

La EC es una patologia muy compleja con una gran variedad
de sintomas que pueden ser tanto intestinales como
extraintestinales. Los nifios afectados por esta patologia,
generalmente, debutan con una clinica intestinal,
denominada clinica clasica: distension abdominal, diarrea
cronica y sindrome de malabsorcién. Sin embargo, en
algunas ocasiones pueden aparecer otros sintomas como:
anemia, pérdida de peso, fallo de medro, etc.

Con respecto a los adultos, las manifestaciones clinicas
estan menos definidas e incluyen una amplia sintomatologia
desde la clasica digestiva a: faringitis, dolor lumbar,
amenorrea, menopausia precoz, calambres musculares, etc.

e LaECy lainfertilidad

Entre las manifestaciones extraintestinales de la enfermedad
se encuentra la infertilidad. Los pacientes con EC que
mantienen una dieta rica en gluten pueden sufrir alteraciones
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Figura 2. Inmunopatogénesis de la EC. Tomado de: Di Sabatino A et al, 2009
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reproductivas como: retraso en la menarquia, menopausia
precoz, amenorrea, impotencia, hipogonadismo, abortos de
repeticion... En algunos casos, los pacientes no presentan
otros sintomas mas alla de la infertilidad, lo que dificulta el
diagnostico de EC y explica que estos pacientes acaben
siendo diagnosticados de infertilidad idiopatica.

En 1970 se describié por primera vez que tres mujeres
celiacas consiguieron tener recién nacidos sanos tras iniciar
una dieta sin gluten. A partir de ese momento, se incremento
enormemente el nimero de trabajos centrados en estudiar la
relacion entre la EC y la infertilidad.

Gracias a estos estudios surgieron dos teorias para explicar
el mecanismo patogénico subyacente:

Teoria centrada en déficits nutricionales

Esta teoria se basa en el papel que algunos elementos traza
y ciertas vitaminas desempefian para el correcto
funcionamiento del aparato reproductor. La atrofia de las
vellosidades intestinales, que presentan las pacientes
celiacas sin tratamiento, reduce la absorcion intestinal de
estos y otros compuestos, lo que explica los niveles séricos
mas reducidos de selenio, zinc y acido félico con respecto a
los de las mujeres celiacas con dieta sin gluten. Esta teoria
para explicar la relacion entre ambas patologias fue la que
se mantuvo inicialmente. Sin embargo, existian pacientes
celiacas con niveles normales de los distintos nutrientes que
fueron diagnosticadas de infertilidad idiopatica, por lo que se
plantearon otras teorias que no guardaban relacion con la
malabsorcion.

Teoria centrada en la autoinmunidad

Esta teoria es la que més relevancia ha adquirido en los
Ultimos afios y se basa en los procesos autoinmunes que
experimentan los pacientes celiacos. La mayoria de los
pacientes sintetizan autoanticuerpos frente a la TG2. Esta
enzima se expresa en diferentes tejidos tanto a nivel
intracelular como extracelular. La presencia de TG2 en el
endometrio sustenta esta teoria, que se basa en que los
autoanticuerpos podrian impedir la implantacién del embrién
en el Gtero y el correcto desarrollo de la placenta. Esto ultimo
explicaria el bajo peso al nacimiento que en ocasiones
presentan los hijos de las mujeres celiacas sin tratamiento.
Sin embargo, a dia de hoy se sabe que no todos los
pacientes celiacos presentan anticuerpos frente a la TG2 por
lo que esta teoria tampoco permite explicar totalmente la
relacion entre la EC y la infertilidad.

Actualmente, todavia se desconocen muchos de los
mecanismos inmunopatogénicos de la EC, por lo que no es
de extrafiar que el mecanismo por el que esta patologia esta
relacionada con la infertilidad no esté claro.

En cuanto a los estudios de prevalencia, en 1976 se llevo a
cabo el primer cribado de EC sobre 77 mujeres con
infertilidad y se confirmé la presencia de la patologia en dos
de ellas, que consiguieron un embarazo tras iniciar una dieta
sin gluten. A partir de este momento, los resultados obtenidos
en los diferentes estudios fueron muy discordantes, mientras
algunos autores mantenian que la prevalencia de la EC era
mayor en poblacion infértil (en algunos casos hasta tres
veces mas que en la poblacién general), otros sostenian que
la prevalencia de la enfermedad era la misma en pacientes

que en controles y por tanto tampoco habia diferencias de
prevalencia con respecto a la poblacién general. Esta
polémica se ha mantenido hasta hoy en diay en la actualidad
en la practica clinica no es comun llevar a cabo un cribado
de EC en mujeres con infertilidad.

Los ultimos meta-andlisis sugieren que la prevalencia de la
EC sobre poblacion infértil se encuentra entre un 1,5-2,2%,
mientras que la prevalencia de la enfermedad en el grupo
control seleccionado de la misma poblacion se sitta en torno
al 0,5-0,8%. Por otro lado, la prevalencia de la enfermedad
sobre la poblacidon general se encuentra en torno al 1%,
aunque hay que tener presente que este valor esta
fundamentalmente basado en nifios, mientras que estos no
forman parte de los estudios de infertilidad. En adultos, la
prevalencia de la patologia se encuentra en torno a un 0,5%
por tanto, la prevalencia de la EC en poblacion infértil parece
al menos el doble que en poblacion general, por lo que
aunque son necesarios mas estudios, habria que plantearse
si es conveniente utilizar un test de cribado de la enfermedad
en estas pacientes para identificar a las mujeres celiacas e
iniciar una dieta sin gluten, mejorando muy probablemente
los resultados de gestacion sin necesidad de recurrir a
tratamientos hormonales que son poco eficaces en este
grupo de pacientes.

DIAGNOSTICO DE LA EC

Para el diagndstico de la EC se suelen tener en cuenta
cuatro aspectos:

e Clinica

Se presta atencion a multitud de sintomas, entre ellos los
anteriormente descritos como la clinica digestiva o la pérdida
de peso.

e Pruebas seroldgicas

Ante la sospecha de la enfermedad se suele optar por medir
anticuerpos en suero. Se pueden detectar distintos tipos de
anticuerpos, aunque el mas comun es IgA frente a TG2. En
el caso de que este anticuerpo no se detecte y no haya
ningun indicio claro mas que oriente hacia la EC, se suele
descartar su diagnostico. No obstante, hay que tener
presente que, al igual que otras pruebas, en ocasiones
aparecen falsos negativos. Un caso muy comdn, es en
pacientes que presentan deficiencia selectiva de IgA, por lo
que para evitar la presencia de estos falsos negativos, se
suele cuantificar la cantidad total de IgA en sueroy en el caso
de que los valores obtenidos sean inferiores a los valores de
referencia, se recurre a la determinacion de anticuerpos IgG
frente a dicha proteina o frente a péptidos desamidados de
gluten.

Otro tipo de prueba seroldgica utilizada es la determinacion
de anticuerpos anti-endomisio. En verdad estos anticuerpos
estan dirigidos frente al mismo antigeno pero su deteccion se
realiza directamente sobre musculo, donde la TG2 tiene una
conformaciéon mas similar a la que aparece en el intestino. Se
trata de una prueba de inmunofluorescenia que esta sujeta a
subjetividad, por lo que no siempre se realiza. En cualquier
caso, se considera una prueba muy especifica y un resultado
positivo implica una alta probabilidad de la presencia de la
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EC. En la actualidad la presencia de altos titulos de anti-TG2
(mas de diez veces el limite superior de normalidad)
corroborado con anticuerpos anti-endomisio positivos en una
segunda muestra de sangre permiten el diagnostico de la
enfermedad en nifios sin necesidad de recurrir a la biopsia
de duodeno.

Finalmente, también se puede realizar la deteccion de
anticuerpos frente a los péptidos de gliadina desamidada,
aunque presentan menor sensibilidad y especificidad.

A pesar de que hoy en dia se sabe que no todos los
pacientes celiacos presentan los anticuerpos anteriormente
descritos, un resultado negativo en las pruebas seroldgicas
suelen descartar el diagnoéstico de la EC a no ser que haya
otros indicios fuertes que orienten hacia esta patologia.

e Perfil genético

La EC esta fuertemente asociada con la expresion de
moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQ8, por lo que la presencia de
los alelos que codifican dichas moléculas se considera
necesaria para padecer la enfermedad, aunque no suficiente.
Por tanto, la prueba genética se emplea para descartar la EC.

En general, se realiza principalmente sobre individuos de
algin grupo de riesgo (pacientes con otras enfermedades
autoinmunes o parientes de primer grado de algun paciente
con este tipo de patologias) para decidir si seguir o no el
estudio de EC. También en casos de diagnostico dudoso
como pacientes que carecen de serologia especifica o
pacientes con una lesién de bajo grado.

e Biopsiaduodenal

Hasta el afio 2012 era necesaria para confirmar la presencia
de la EC. Desde ese afio continda siendo necesaria para el
diagnostico de todos los adultos y de nifios con bajos titulos
de anticuerpo. En el caso de un paciente celiaco, en la
biopsia se espera observar atrofia de las vellosidades
intestinales y cierto grado de infiltracion linfocitaria. El grado
de lesién normalmente se clasifica atendiendo a la escala
modificada de Marsh. Aunque es cierto que la lesion
intestinal puede aparecer en otras enfermedades, junto con
el resto de los criterios permite confirmar definitivamente la
enfermedad.

Actualmente, sobre las biopsias de duodeno se pueden llevar
a cabo adicionalmente dos determinaciones
complementarias que contribuyen al diagndstico de aquellos
pacientes con bajo grado de atrofia (Marsh 1-2) y pacientes
sin serologia especifica: el linfograma intraepitelial y el
estudio de depdésitos subepiteliales de IgA anti-TG2. Ambos
presentan una alta sensibilidad y especificidad para el
diagnéstico de la EC.

El linfograma intraepitelial se determina mediante el estudio
por citometria de flujo de las distintas poblaciones
linfocitarias aisladas a partir de la biopsia de duodeno. Los
pacientes celiacos muestran un incremento significativo de la
subpoblacién de linfocitos T TCR-yd incluso sin presencia de
atrofia. En el afio 2018 se incluyé en el protocolo diagndstico
de nuestro pais.

A pesar de todos estos criterios diagnoésticos, se estima que
solo el 20% de los nifios celiacos estan diagnosticados y este

196

porcentaje es mucho menor en el caso de los adultos. La
instauracion de una dieta sin gluten origina el cese de la
respuesta inmunitaria, lo que permite la recuperacion de la
mucosa intestinal y la desaparicion de los sintomas clinicos.
Por tanto, la existencia de un diagndstico precoz es
verdaderamente relevante a la hora de tratar esta
enfermedad pues de mantenerse la ingesta de gluten pueden
aparecer serias complicaciones (infertilidad, osteoporosis...)
que comprometen seriamente la salud.

Para identificar nuevos marcadores diagndsticos es
fundamental estudiar en profundidad esta patologia: los
cambios en el porcentaje de tipos celulares especificos, asi
como de las moléculas solubles en sangre periférica y los
niveles de expresion de los genes asociados a la
enfermedad. Gracias a estos estudios, estan surgiendo
distintos potenciales biomarcadores.
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INTRODUCCION

La inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del cancer
en los ultimos tiempos, redirigiendo al sistema inmune para
que actle eficazmente en la eliminacion de las células
tumorales?.

El objetivo de la inmunoterapia basada en la redireccion de
células T? es mejorar la eficacia de las respuestas
antitumorales mediadas por estas células. Las principales
aproximaciones utilizadas actualmente consisten en tratar de
convertir antigenos especificos de tumor (tumor-associated
antigens, TAA) en “puntos de reclutamiento” de linfocitos T
efectores, consiguiendo su activacion de forma MHC
independiente, e incluyen:

- La administracion  sistémica de  anticuerpos
biespecificos, que combinan la fraccibn de
reconocimiento de un anticuerpo dirigido frente a un
antigeno especifico de tumor con la de un anticuerpo
dirigido frente a CD3 en linfocitos T.La transferencia de
linfocitos T que expresan receptores de antigeno
quiméricos (CARs), compuestos por un dominio
extracelular de reconocimiento antigénico en el tumor,
un dominio transmembrana y un dominio intracelular que
sefializa para su activacion.

La inmunoterapia frente al antigeno CD19 ha demostrado
eficacia clinica en neoplasias hematolégicas de células BS.
En vista de los prometedores resultados en pacientes con
leucemia linfocitica refractaria y linfoma con dos productos
CAR-T aprobados por la FDA (tisagenlecleucel, Kymriah® y
axicabtagene ciloleucel, Yescarta®) y el anticuerpo
biespecifico anti-CD19-CD3 (Blinatumomab, Blincyto®), se
ha visto impulsado el desarrollo de nuevas estrategias de
inmunoterapia para el tratamiento de otras neoplasias de
células B, como lo es el mieloma multiple®.

El mieloma miiltiple es la segunda neoplasia hematoldgica
mas com(in®, que supone un 1% de todos los tipos de cancer
y un 10% de los tumores hematolégicos®, y se caracteriza por
la proliferacién de células plasméaticas aberrantes en la
médula 6sea que producen inmunoglobulinas afuncionales.
La enfermedad comienza por un estado precursor
asintomatico (gammapatia monoclonal de significado
incierto, MGUS), posteriormente, diversos cambios
genéticos y en el microambiente tumoral de la médula ésea
llevan al desarrollo de la enfermedad’, que se caracteriza por
lesiones &seas osteoliticas, hipercalcemia, fallo renal y
disfuncion progresiva de la medula ésea (citopenias). La
media de edad al diagnostico es de 65 afos, con una
supervivencia a 5 afios en torno al 50%.

El tratamiento del mieloma multiple ha avanzado mucho los
Ultimos tiempos gracias a la introduccion de nuevos agentes
terapéuticos, como son los inhibidores del proteasoma

(bortezomib, ixazomib), inmunomoduladores (talidomida,
lenalidomida) e inhibidores de histona desacetilasas
(panobinostat)®, a pesar de lo cual sigue siendo una
enfermedad incurable (Figura 1). La inmunoterapia
representa uno de los mayores avances en el tratamiento de
mieloma refractario, desarrollandose multitud de productos
que se encuentran en ensayos en diferentes fases
preclinicas y clinicas, incluyendo anticuerpos monoclonales,
anticuerpos biespecificos y terapia celular adoptiva (CAR-T),
entre otros®.

Por otro lado, es especialmente importante conocer los
mecanismos implicados en el desarrollo de esta enfermedad
para predecir el prondstico y respuesta al tratamiento, ya que
el microambiente tumoral altamente inmunosupresor de la
médula 6sea y la gran heterogeneidad de cambios genéticos
son indispensables a la hora de entender la patogénesis de
la enfermedad, la progresion y la respuesta al tratamiento.
Un clon minoritario de células plasmaticas aberrantes
presentes al inicio de la enfermedad puede emerger
posteriormente o tras el tratamiento como el clon mas
agresivo y resistente', y hay que tener en cuenta que, como
ya se ha mencionado, el microambiente tumoral de la médula
Osea en esta enfermedad es muy inmunosupresor, lo que es
de especial interés a tener en cuenta en el caso de terapias
dirigidas al sistema inmune.

Lo mas importante a la hora de desarrollar estrategias de
inmunoterapia de células T es la eleccién del antigeno
asociado a tumor frente al que va a ir dirigido. El antigeno
ideal es aquel que se expresa amplia y a ser posible,
exclusivamente en las células tumorales pero no en las
células sanas, para mejorar la eficacia del tratamiento y
reducir la toxicidad.

En el mieloma multiple, gran parte de las estrategias de
inmunoterapia en desarrollo se dirigen al antigeno BCMA
(CD269, B-cell maturation antigen), miembro de la familia
TNFRSF17, que regula la maduracion, proliferacion y
supervivencia de las células B (Figura 2). Sus ligandos
naturales son BAFF y APRIL, y representa una diana
interesante en mieloma mdltiple pues su expresion esta
restringida a la poblacion B madura, siendo mayor su
expresion en las células plasméticas aberrantes frente a las
normales!!!?, y se encuentra ausente en otras poblaciones
de células B o en tejidos sanos.
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Figura 1. Evolucidn de los tratamientos del mieloma mdltiple refractario. Obtenido de: Mailankody S. et al, BMJ 2020

Estos nuevos agentes presentan respuestas muy
prometedoras con un llamativo aumento de la supervivencia,
pero gran parte de los pacientes todavia desarrollan
recaidas.

Los resultados de ensayos clinicos con inmunoterapia frente
a BCMA son muy prometedores con tasas de respuesta muy
altas'®17. Sin embargo, las recaidas tras el tratamiento son
frecuentes principalmente por fendmenos de escape
tumoral®®, es decir, pérdida del antigeno BCMA en superficie
por parte de las células tumorales. Por ello es muy importante
buscar nuevas dianas terapéuticas o utilizar estrategias
multi-diana?® con la infusion de distintos productos CAR-T
simultineamente, o secuenciales, como detallaremos a
continuacion.

Por tanto y en vista de los resultados de la inmunoterapia
frente a BCMA en mieloma multiple refractario se presentan
los siguientes retos:

Y BCMA
Y Immunog!obulin

Bone marrow (BM)

Lymph node (LN)

- Mejorar el perfil de toxicidad (algo generalizado
para todo este tipo de terapias)

- Aumentar la especificidad (eleccién del
antigeno diana)

- Busqueda de nuevas dianas terapéuticas y
posibilidad de estrategias multi-diana (para
evitar escape tumoral)

- Terapias dirigidas al microambiente tumoral
inmunosupresor en médula ésea.

CAR-T EN MIELOMA MULTIPLE REFRACTARIO

Las células CAR-T son células T humanas que se han
modificado genéticamente y se han expandido en el
laboratorio antes de que se vuelvan a infundir en los
pacientes para atacar el tumor.

Y
BM, LN b))

*-0-0-0-0

Pro-B  Pre-B Transitional Naive
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- ) -> )) Y),
6 .) ‘pc b b)) N
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Figura 2. Papel de BCMA (B cell maturation antigen) en la maduracién de células B. Obtenido de: Cho
et al, 2018
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El receptor en la superficie de las células CAR-T que se dirige
a los antigenos tumorales consta de varias partes: un
dominio de direccionamiento al antigeno tumoral,
generalmente derivado de un fragmento variable de cadena
Unica de un anticuerpo monoclonal, una region espaciadora
0 bisagra, un dominio transmembrana, un dominio de
sefializacion intracelular que incluye el dominio de activacion
de CD3¢ (cadena activadora del TCR) y un dominio de
coestimulacion (derivado por ejemplo, de CD28 o 4-1BB)

(Figura 3).

Receptor

Binding domain

Transmembrane domain

Costimulatory domain

\ Activation domain

\

Figura 3. Estructura esquematica de un receptor CAR.
Obtenido de: Mailankody S. et al, 2020

El fragmento variable de cadena sencilla se derivo
originalmente de ratones (de ahi el término quimérico), pero
muchas de las construcciones mas nuevas son
completamente humanas (para mejorar la eficacia y reducir
toxicidad)

Las células T se obtienen de los pacientes (células CAR-T
autélogas) o de donantes sanos (células CAR-T alogénicas)
mediante leucoaféresis. Estas células se expanden
posteriormente en cultivo y son activadas con beads
marcadas con anticuerpos monoclonales anti-CD28 y anti-
CD3. Las células son posteriormente transducidas con un
vector (habitualmente lentiviral o retroviral) que contiene el
gen codificante para el receptor quimérico frente al antigeno
tumoral. El proceso de produccion lleva unas 4 semanas en
condiciones Good Manufacturing Practice (GMP) y las
células CAR-T pueden ser almacenadas en criopreservacion
hasta su infusion en el paciente. Este retraso en la
produccién supone que el paciente puede progresar la
enfermedad durante este tiempo, por lo que es necesaria
quimioterapia de puente hasta la administracion del
tratamiento.

Aproximadamente una semana antes de la infusion de las
células CAR-T, el paciente recibe quimioterapia para
linfodeplecion, de cara a favorecer la adecuada implantacién
de las células CAR-T tras la infusién. Una vez infundidas, las
células CAR-T reconoceran el antigeno tumoral, proliferaran
y eliminaran las células tumorales.

Hay multitud de productos CAR-T dirigidos frente al antigeno
BCMA en mieloma mudltiple refractario en ensayos clinicos,
en fase | o Il a la espera de aprobacion por los organismos
reguladores.

ANTICUERPOS BIESPECIFICOS EN
MULTIPLE REFRACTARIO

MIELOMA

Son anticuerpos que dirigen las células T citotoxicas al tumor
mediante el reconocimiento simultaneo de CD3 en las
células T y un antigeno especifico del tumor. Un formato
especialmente interesante de estos es los BIiTE (bispecific T
cell engager), que contienen dos fragmentos variables de
cadena simples conectados mediante un linker (Figura 4).
Los BIiTEs presentan una baja vida media, por lo que
requieren administracion en infusion continua para mantener
una concentracion eficaz, y presentan un perfil de toxicidad
similar a las células CAR-T, incluyendo sindrome de
liberacién de citoquinas y neurotoxicidad.

Hay varios productos de este tipo dirigidos frente al antigeno
BCMA en ensayos clinicos en distintas fases de desarrollo
en la actualidad, incluyendo aquellos que buscan aumentar
la vida media de la molécula, la principal limitacién.

:> b %V
Wf v / /‘ % Mo ,.“:Q;,

Slng!e chain
{ } } L|nker Antibody l

1l 1l

Figura 4. Estructura esquematica de un BiTE (Bispecific T
cell engager) Obtenido de: Nagorsen et al, 2012

OBJETIVOS FUTUROS

A pesar de que los resultados de la inmunoterapia frente a
BCMA resultan muy prometedores, con tasas de respuesta
muy elevadas (en torno al 80%), la mayoria de los pacientes
acaban recayendo, por lo que se debe mejorar es la duracion
de la respuesta a largo plazo. En este sentido hay varias
aproximaciones:

- Busqueda de nuevas dianas terapéuticas: CD38,
GPRC5D, SLAMF7, CS1 y TACI se encuentran en
estudio en ensayos clinicos actualmente
combinando dos productos CAR-T distintos, CAR-T
que reconozcan simultaneamente dos antigenos
distintos, o una estrategia secuencial, demostrando
buena eficacia y perfil de seguridad en ensayos
clinicos en fases aun tempranas.

- Mejorar el proceso de produccién o usar este tipo
de terapias en etapas mas tempranas de la
enfermedad donde el tratamiento pueda ser méas
efectivo y las células del paciente no se encuentren
ya tan deterioradas.
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Optimizar el coste-beneficio, para que pueda ser un
tratamiento mas accesible a la poblacion.

Mejorar el perfil de seguridad minimizando la
toxicidad (sindrome de liberacién de citoquinas y
neurotoxicidad  principalmente) eligiendo el
antigeno adecuado (mayor selectividad) o
disefiando construcciones completamente
humanas (frente a las quiméricas).

Estudiar posibles combinaciones con otros agentes
terapéuticos. Se ha estudiado la combinacion de
CAR-T con farmacos inmunomoduladores
(lenalidomida, iberdomida), inhibidores de inmuno-
checkpoints (pembrolizumab, anti PD-1) dirigidos
contra el microambiente tumoral inmunosupresor, o
inhibidores de gamma-secretasa (enzima que lleva
a cabo la liberacion directa de BCMA de la
membrana en forma soluble al medio) de cara a
evitar el escape tumoral por pérdida de BCMA en la
membrana de las células tumorales.

Obtencidon de productos “off the shelf” (células CAR-
T alogénicas o células CAR-NK)

Profundizar en el estudio de los mecanismos de
esta enfermedad de cara a entender mejor los
mecanismos de respuesta 0 resistencia al
tratamiento y como podemos actuar sobre ellos.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA INMUNOTERAPIA
EN MIELOMA MULTIPLE REFRACTARIO

200

Factores intrinsecos de la célula CAR-T

El cancer y su agresivo tratamiento pueden afectar
a la calidad de células T. Se ha visto que las
células T de memoria temprana son las mas
adecuadas para el tratamiento con inmunoterapia
CAR-T, sin embargo, esta poblacion se encuentra
disminuida en los pacientes con un historial mas
largo de tratamientos antitumorales. De ahi la
importancia de comenzar la terapia CAR-T mas
temprano, de forma que se aumente la persistencia
de las células CAR-T in vivo y se eviten las
recaidas?’. También se pueden modificar las
condiciones de produccién o los protocolos de
linfodeplecion previa; en este sentido, los ensayos
clinicos en marcha con células CAR-T en mieloma
multiple refractario son muy heterogéneos en
cuanto a tiempos, dosis o farmacos usados (los mas
habituales son ciclofosfamida y fludarabina).
También la humanizacion del dominio de
reconocimiento (a menudo de origen murino) puede
mejorar la persistencia in vivo y la seguridad??.

Factores intrinsecos de la célula de mieloma

Las terapias dirigidas a un Unico antigeno tumoral
pueden inducir pérdida o modulaciéon negativa de
este antigeno como mecanismo de resistencia al
tratamiento. Hay numerosos subclones de células
de mieloma, con lo que se puede dar ventaja a la
proliferacion de un clon con poca o nula expresion
de BCMA preexistente tras el tratamiento frente a

esta diana. Asi, se han descrito recaidas BCMA-
tras el tratamiento con terapia CAR-T anti BCMA.
Para evitar esto, puede ser interesante dirigirse a
varios antigenos simultdneamente!® mediante la
infusion de dos productos CAR-T dirigidos a dos
antigenos  distintos  (coinfusidn o infusion
secuencial), la cotransduccion de dos constructos
CAR dirigidos a dos antigenos distintos en la misma
poblaciéon de células, o generar un CAR-T que
contiene simultdneamente los dos dominios de
reconocimiento del antigeno en una misma
molécula (tandem CAR).

Factores del microambiente tumoral

El microambiente tumoral en mieloma multiple
especialmente importante pues contiene elementos
inmunosupresores que pueden afectar a la eficacia
del tratamiento con inmunoterapia (células T
reguladoras, MDSCs (myeloid derived supressor
cells), células B reguladoras, las propias células de
mieloma...). Por ello, se esta estudiando Ila
combinacién de CAR-T con terapias dirigidas frente
al microambiente inmunosupresor?3,

OBTENCION DE PRODUCTOS “OFF THE SHELF”

La terapia CAR-T autdloga es muy costosa logisticamente, y
requiere tiempos muy elevados desde la leucoaféresis hasta
la infusion del producto al paciente, de manera que la
enfermedad progresa. Esto se podria solucionar con células
CAR-T de donantes sanos (alogénicas), pero a cambio se
requiere mecanismo de edicién del genoma (disrupcion de
TCR enddgeno) de estas células de cara a evitar fendomenos
de enfermedad injerto contra huésped?*.

NECESIDAD DE ESTANDARIZACION DE PROTOCOLOS
DE ENSAYOS CLINICOS

La evidencia cientifica disponible en cuanto a inmunoterapia
en mieloma multiple refractario es limitada todavia debido a
gran heterogeneidad en cuanto a:

Disefio de ensayos clinicos (diversidad de
productos CAR-T, diferentes dosis y posologias).

Comunicacion de los resultados, se esta haciendo
un gran esfuerzo en unificar esto para que puedan
ser adecuadamente comparados entre si (método
de medida del grado de CRS, método de deteccion
de células CAR-T o métodos de estudio de
enfermedad minima residual, entre otros).
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