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PROLOGO

Un afio mas os presentamos una nueva edicion de Clin12Lab, donde se agrupan sesiones clinicas de distintas unidades del
Laboratorio Clinico, desde Bioquimica a Genética, pasando por Inmunologia y Hematologia.

Los temas tratados son muy variados, desde revisiones basicas de contenido hasta investigaciones punteras y de actualidad.
Han participado como autores distintos residentes, facultativos e investigadores, que han conseguido con su predisposicion,
interés y trabajo unos capitulos que creemos seran de gran provecho y utilidad para el lector, ya sea para su trabajo en el dia a
dia como para su ampliacién de conocimiento sobre nuestro apasionante mundo donde desempefiamos nuestro trabajo diario,
el Laboratorio Clinico.

Comenzamos este proyecto en 2019, con la idea de compartir todo el conocimiento generado en las sesiones que escribimos y
presentamos periédicamente en nuestro servicio. Hemos sido firmes defensores de la difusién libre de todo el trabajo que
realizamos, que en la mayoria de las ocasiones quedaba oculto en un cajon. Los comienzos siempre fueron duros, y este caso
no es la excepcion. Convencimos a nuestra apreciada jefa de servicio, Ana Lépez, que como siempre, nos apoyé dandonos
todos los recursos que pudo. Convencimos a nuestros comparfieros de que nuestras sesiones eran muy interesantes, y debian
ser proyectadas al exterior. Y entre tres personas conseguimos realizar todo el trabajo de edicion, maquetacion, correccion y
puesta a punto de una publicacién de méas de 200 paginas.

Este proyecto ademas, habria sido imposible sin la colaboracion de José Manuel Estrada, bibliotecario del Hospital, que desde
un primer momento nos indicé cédmo seguir los pasos para publicarlo, y nos dio unas buenas clases de formato Vancouver. Por
otra parte tuvimos la suerte de tener a Victor Sanz, que le dio un toque artistico al proyecto creando una portada que es envidia
de cualquier Nature o New England. Por ultimo, habria sido imposible sin nuestros compafieros del Hospital, especialmente del
Servicio de Bioguimica/Analisis Clinicos, que se volcaron envidndonos material para dar un contenido de alto nivel a este libro.
A todos, muchas gracias.

Esta andadura nos trajo al siguiente afio una segunda edicién, que mantuvo la ilusion de la anterior, y donde decidimos maquetar
de una forma mas profesional, haciendo capitulos a doble columna como en las revistas de mas alto nivel. Jamas hubiéramos
pensado que esto nos traeria tantos dolores de cabeza, pero el resultado merecio la pena.

Este Ultimo afio, siendo los tres especialistas decidimos continuar al mismo ritmo, volcandonos en la tercera edicion, a pesar de
nuestras multiples obligaciones que nos han retrasado mas de lo que hubiésemos deseado, y por lo que os pedimos disculpas.

Tras la publicacion de estas tres ediciones consecutivas, creemos que es el momento de dejar este proyecto en manos de los
grandes profesionales que dan lo mejor de si mismos en la que fue, ha sido y sera siempre nuestra casa, el Hospital Universitario
12 de Octubre. Es hora de dejar paso a otra generacion de residentes que esperamos que retomen este proyecto con mucha
ilusién y ganas, y que mantengan viva la llama del Laboratorio Clinico. Muchas gracias a todos los que habéis participado estos
afios para que este proyecto naciera, avanzara y madurara en cada edicién.

Los editores
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PROTEINA AMILOIDE A SERICA

Autores: Laura Carrasco Parron; Fernando Calvo Boyero

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

Palabras clave: Amiloide A sérico, Reactantes de fase aguda

INTRODUCCION

Larespuesta de fase aguda refleja la inflamacion tanto aguda
como crénica en curso y se presenta en una amplia variedad
de condiciones inflamatorias como infecciones, trauma,
cirugias, guemaduras, neoplasias, enfermedades
reumdticas inflamatorias y ciertas reacciones inmunes a
drogas.

Dentro de los cambios de fase aguda encontramos cambios
en las concentraciones de proteinas plasmaticas, conocidas
como proteinas de fase aguda y cambios metabdlicos,
fisiologicos y nutricionales que se presentan al cabo de unas
horas tras el estimulo inflamatorio.

Las proteinas de fase aguda son aquellas cuya
concentracion plasmatica aumenta o disminuye al menos un
25% durante la inflamacion y, pese a su nombre, también se
asocian con procesos inflamatorios crénicos.

Las que se incrementan se conocen como proteinas de fase
aguda positivas o “reactantes positivos” y son producidas por
los hepatocitos bajo el estimulo de citoquinas IL13, IL-6, IL-
18 o TNF, secretadas por monocitos activados, macrofagos
o las células endoteliales; estas citoquinas proinflamatorias
son inductoras de una reaccion multiorganica que involucra
el higado, el sistema nervioso central, el sistema vascular, la
médula 6sea y el sistema inmune.

Las proteinas de fase aguda se clasifican en tres grupos
funcionales: las que participan en las defensas del huésped,
las inhibidoras de serina proteasas y las transportadoras con
actividad antioxidante. Sus funciones son el reconocimiento
y eliminacion de patégenos, limitar el dafio de los tejidos del
huésped por enzimas proteoliticas y metabolitos de oxigeno
producidos durante la inflamacién aguda y reducir la reaccion
inflamatoria.

Las principales proteinas de fase aguda positivas son: la
proteina C reactiva (PCR), algunos componentes del
complemento sérico, especialmente C3, el fibrindgeno, el
amiloide A sérico (AAS), la alfa 1 antitripsina, la
ceruloplasmina y la haptoglobina. Sélo unas horas después
del estimulo inicial (~4-6 h), los niveles séricos de PCR y AAS
aumentan mas de 1000 veces en estados inflamatorios
severos e infecciones. La cinética de los cambios en las
concentraciones de PCR y AAS es similar; sin embargo, los
niveles de AAS disminuyen mas lentamente tras la respuesta
inicial.

Las concentraciones séricas de algunos componentes del
complemento, haptoglobina y fibrinbgeno aumentan 2 a 5
veces con la inflamacion, alcanzando un pico después de 10-
20 horas. Las altas concentraciones plasmaticas de
fibrinégeno dan lugar a un aumento en la velocidad de
sedimentacion globular (VSG).

Por el contrario, las concentraciones de las proteinas de fase
aguda negativas o “reactantes negativos” como la
prealbimina, albumina, apolipoproteina-A  (apoA-I),
antitrombina Ill, proteina S y la transferrina disminuyen con
la inflamacion.
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Figura 1. Cambio en las concentraciones plasmaticas de
algunas proteinas de fase aguda tras el estimulo inflamatorio.
Tomado de: Gonzalez Naranjo, 2010.

Entre los reactantes de fase aguda mas utilizados en la
practica clinica encontramos:

- VSG: Se eleva dentro de las 24-48 horas del inicio de la
inflamacion y retrocede lentamente con resolucion. Una
VSG extremadamente elevada (>100 mm/hora)
presenta una alta especificidad para infeccion,
malignidad o arteritis.

- PCR: Comienza a aumentar después de 12-24 horas y
alcanza su punto maximo dentro de 2 a 3 dias. Se han
visto bajos niveles de elevacion de la PCR con valores
entre 2 y 10 mg/L medido por un ensayo de PCR
ultrasensible en estados “inflamatorios metabdlicos” no
infecciosos como isquemia cardiaca, uremia o0
tabaquismo.

-  PCT: Detectable dentro de 3-4 horas y picos dentro de
6-24 horas. Se eleva principalmente en procesos
infecciosos y es més sensible y especifico que la PCR
para distinguir causas bacterianas de causas de
inflamacion no infecciosas.
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CARACTERISTICAS DE AAS
e Evoluciéon

La biologia de la proteina amiloide A sérica (SAA) tuvo un
descubrimiento indirecto. El término “amiloide” se referia
originalmente al almidén que se encuentra en las plantas y
es un carbohidrato. El término “amiloidosis” fue utilizado en
el siglo XIX por patélogos para describir unas estructuras
aparentemente amorfas e infiltrantes encontradas post
mortem en rifién, higado y corazén. Estudios posteriores
mostraron que estos depésitos comprendian proteinas y la
microscopia electronica revelé matrices de microfibrillas.

Las proteinas derivadas de fibrillas aisladas por diferentes
laboratorios diferian ligeramente en longitud de 68 a 76
aminoéacidos (aa), pero compartian residuos N-terminales
comunes. Estos se denominaron "AA" ("amiloide A"). Los
anticuerpos preparados contra estas proteinas identificaron
una proteina sérica pequefia (104 aa) que, mas tarde, se
demostré que era su precursora. Debido a que esta fue la
primera proteina sérica no inmunoglobulina identificada
como precursora de los depésitos de enfermedad amiloide,
se la denomind "amiloide A sérico". Posteriormente se vio
que el AAS es un componente de la respuesta de fase aguda.

El AAS es el precursor circulante de la proteina A amiloide,
el componente fibrilar de los depésitos de amiloide en la
amiloidosis secundaria.

e Caracteristicas principales

El amiloide A sérico (AAS) es, al igual que la proteina C
reactiva (PCR), una proteina de fase aguda y se puede
utilizar como marcador de seguimiento de diagndstico,
prondstico o terapia para muchas enfermedades. En la
mayoria de los casos, la concentracién sérica de AAS
correlaciona con la de proteina C reactiva (PCR), aunque la
proteina amiloide alcanza valores mayores y puede
responder mas rapidamente.

El AAS es una apolipoproteina que esta estrechamente
asociada con las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
promueve la exportacion de colesterol de las células
inflamatorias.

Ademas, el AAS es un potente agente quimiotactico para los
leucocitos, induce la secrecion de IL-18, y estimula la
angiogénesis y la expresion de metaloproteinasas de matriz,
a través de las cuales promueven la remodelacion tisular.
También se ve implicado en cambios locales en la
aterosclerosis, metastasis del cancer e inflamacion
pulmonar.

- Sintesis de AAS

La proteina amiloide A sérica se sintetiza principalmente en
el higado en respuesta a citoquinas liberadas por los
macréfagos tras un estimulo de fase aguda tal como una
infeccién o dafio fisico, reacciones inflamatorias y cancer.

El aumento resultante en la produccion de AAS en varios
tejidos ha sido un biomarcador clinico bien establecido para
los trastornos inflamatorios. Se cree ampliamente que las
citocinas proinflamatorias como IL-13, IL-6 y TNF-a, asi
como los glucocorticoides, desempefian funciones
importantes en la expresion hepéatica de AAS1 y AAS2
durante la respuesta de fase aguda. La regulacion
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transcripcional es la principal responsable de la induccion
marcada de AAS en la respuesta de fase aguda.

- Cinéticade AAS

Aungue se han encontrado un total de seis isoformas de
AAS, la AAS1 y la AAS2, son las que se hallan
principalmente en el suero humano durante la inflamacién,
mientras que la AAS4 (también denominada AAS constitutiva
0 C-AAS) apenas varia a lo largo de este proceso.

Una vez liberada a la circulacion, la AAS se asocia
rapidamente con la fraccion HDL, pudiendo aumentar su
concentracion, durante las primeras 24-48 horas del estimulo
agudo hasta mas de quinientas veces, permaneciendo
elevada mientras ocurre el proceso inflamatorio crénico.

Al igual que la PCR, los niveles de AAS aumentan a las
pocas horas después del estimulo y la magnitud de tal
incremento puede ser mayor que el de la PCR. El orden de
magnitud del aumento de los niveles de AAS varia
considerablemente, de 10 a 100 veces durante eventos
inflamatorios limitados a un aumento de 1000 veces durante
infecciones bacterianas graves y exacerbaciones agudas de
enfermedades inflamatorias crénicas.

En concentraciones bajas, al comienzo de una respuesta
inflamatoria, AAS induce quimiocinas o enzimas que
degradan la matriz a través de receptores tipo Toll y funciona
como activador y quimioatrayente a través de un receptor
acoplado a proteina G. Cuando persiste un estimulo
infeccioso o inflamatorio, el higado continda produciendo
mas AAS para convertirse en un agente antimicrobiano al
funcionar como una opsonina directa de las bacterias o por
interferencia con la infeccion viral de las células huésped. Por
lo tanto, AAS regula la inmunidad innata y adaptativa y esta
informacién puede ayudar a disefiar mejores medicamentos
para tratar enfermedades especificas.

- Niveles en suero

En la revision de Mieke De Bucke!, se reportan resultados
bastante interesantes respecto a los valores de AAS en
suero. El valor normal en individuos sanos se encuentra entre
1-2 mg/L.

En los individuos enfermos, la concentracién de AAS varia,
desde 10 mg/L hasta 500 mg/L, incluso por encima de 1000
mg/L. En general, bajo condiciones patologicas, la
concentracién de AAS se va a encontrar por encima de 10
mg/L.

También se han comparado los niveles de AAS en suero de
individuos sanos con el de individuos enfermos y se observa
la elevacién de la concentracion de AAS en varias
enfermedades como infecciones agudas virales o
bacterianas, enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
neoplasias, también en trauma y en cirugia. Es llamativo que
en los pacientes con tumores benignos no se vieron
aumentados significativamente los niveles de AAS respecto
a los individuos sanos. Sin embargo, si aumenta conforme
progresa el cancer. Lo mismo se observa en pacientes con
artritis reumatoide y osteoartritis, cuyo valor de AAS aumenta
junto con la severidad de la enfermedad.
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IMPLICACION DE AAS
e Amiloidogénesis

Las amiloidosis constituyen un grupo de enfermedades
definidas por una acumulacion extracelular de una sustancia
patolégica correspondiente a la via final comuin del
metabolismo anormal de ciertas proteinas. En presencia de
una amiloidosis, es necesario un enfoque diagnéstico
riguroso y sistematico para establecer su tipo concreto:
inmunoglobulinico, inflamatorio, hereditario o senil. Existen
pocos o0 ningun signo clinico especifico de la amiloidosis,
aunque la enfermedad es una afeccién multisistémica y, por
lo tanto, puede afectar a casi todos los 6rganos.

Una vez sospechado el diagnéstico clinico de amiloidosis,
debe realizarse el diagndstico histoldgico.

Conforme a la clasificacion bioquimica, pueden observarse
tres grandes variedades de amiloidosis generalizada y, por
lo tanto, debe pensarse sistematicamente en ellas: la
amiloidosis AL (de cadenas ligeras), la amiloidosis AA
(amiloide A) y la amiloidosis ATTR (amiloidosis de la
transtiretina senil), tanto si se trata de la forma hereditaria
como de la forma silvestre “senil”. Para la caracterizacion de
las amiloidosis generalizadas, es necesario estudiar los
anticuerpos antiproteina AA, anticadenas ligeras de
inmunoglobulinas K y Ay anti-TTR, que reconocen la mayoria
de depdsitos amiloides.

La amiloidosis tipo AA, también conocida como amiloidosis
inflamatoria, es una complicacion de las condiciones
inflamatorias crénicas y se caracteriza por el depésito de
fibrillas amiloides insolubles en los o6rganos y tejidos
afectados. La proteina amiloide A (AA) es principalmente un
producto de degradacion de la fase aguda AAS1.

En este sentido, la amiloidogénesis no es exactamente una
funcion de AAS1 per se, sino la consecuencia de la
produccién excesiva y el procesamiento aberrante de AAS1.
El AA fibrilar deriva principalmente de AAS1 circulante, que
se disocia de HDL antes de su conversion en fibrillas
amiloides. Este proceso ocurre a través de una interaccion
con el heparan sulfato, un componente glicosaminoglicano
de la matriz extracelular.

Un estudio reciente acerca de la estructura de AAS1 ha
identificado un sitio de unién superpuesto para HDL y
heparina, lo que explica el efecto del heparan sulfato en la
disociacion de AAS1 de HDL antes de su conversion en
fibrillas amiloides?.

Sin embargo, la base estructural de la amiloidosis AA sigue
siendo en gran parte desconocida. El monémero SAA1.1
muestra cuatro hélices a, que se asemejan parcialmente al
haz de cuatro hélices de ApoE. El parecido topolégico de
SAA con ApoE es interesante porque ambos se asocian con
HDL y plantea la cuestién de si comparten un mecanismo
comun en la union de glicosaminoglicanos y HDL.

e Remodelacién de HDL y metabolismo de lipidos

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen como
funcién transportar el exceso de colesterol desde los tejidos
hacia el higado, para ser excretado; y de este modo
contribuyen al control de las enfermedades cardiovasculares.
Ademas, las HDL pueden modular la respuesta inmune, por

sus propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anti-
apoptoéticas, entre otras.

A nivel celular, las HDL pueden modificar las balsas lipidicas,
las cuales son determinantes en la activacion de la respuesta
inmune frente a patdgenos o agentes extrafios. En la sepsis,
por ejemplo, las HDL participan mediando la eliminacién del
lipopolisacéarido (LPS) a través de su captura y posterior
eliminacion en el higado; esto conlleva a una modulacion
negativa de la expresion del TLR4, principal receptor del
LPS. También se ha reportado que las HDL modulan la
respuesta inflamatoria a través de la regulacion de la
activacion de la cascada del complemento y la expresién de
pentraxina 3.

Finalmente, la funcion y los niveles de las HDL se han
encontrado particularmente alterados en algunas patologias
infecciosas, ateroesclerosis y sepsis, lo que se ha asociado
con el progreso o la severidad de la enfermedad.

Durante la respuesta inflamatoria aguda los niveles y la
composicion de las HDL se ven afectados por la accién de
algunas citoquinas y moléculas liberadas durante los
procesos inflamatorios. En este sentido, citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-6 disminuyen la expresion de
ApoA-l e inducen la expresion de la proteina amiloide A
sérica, la cual cambia la composicion de las HDL, afectando
su capacidad antiinflamatoria 'y antioxidante. SAA
comprende hasta el 87% del contenido total de proteina HDL.
Esto modula las propiedades metabdlicas de HDL, pero no
cambia la medicién del colesterol HDL. Se cree que la
presencia de SAA en HDL convierte el HDL ateroprotector en
HDL disfuncional.

Se ha reportado que durante esta fase hay un incremento en
la actividad de PLTP (proteinas de transferencia de
fosfolipidos) y una disminucion en la actividad de LCAT, lo
que lleva a una disminucion de las HDL maduras.

Otra alteracién que se ha evidenciado es que la union de
AAS a HDL aumenta su afinidad por los macréfagos,
mientras que la afinidad de unién por los hepatocitos
disminuye.

- Riesgo cardiovascular y aterosclerosis

Muchas de las funciones asignadas a AAS son relevantes
para la aterogénesis, incluida la promocién de la quimiotaxis,
reduciendo la capacidad antiinflamatoria de HDL e influir en
la retencion de lipoproteinas en la pared vascular. La
literatura reciente muestra que AAS activa el inflamasoma
NLRP3, altera la funcién vascular, afecta la funcién HDL y
aumenta la trombosis3.

Por tanto, la inflamacion aguda o cronica puede conducir al
desarrollo y/o progresion de la aterosclerosis y otras
enfermedades vasculares, en parte mediante la induccién de
SAA. Al aumentar rapidamente la inflamacion en las arterias
coronarias, las infecciones agudas pueden desencadenar la
desestabilizacion y la posible rotura de placas vulnerables.

La aterosclerosis en una inflamacion crénica en la que el AAS
esta moderadamente elevado. La mayoria de estudios in vivo
en ratones demuestran que el AAS esta asociado con el
incremento de aterosclerosis en etapas tempranas de la
aterogénesis, razén por la que los niveles de AAS en plasma
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han sido ampliamente empleados como biomarcador para
caracterizar la aterosclerosis.

e Patogenia del tumor

Se han investigado los niveles aumentados de AAS en suero
en varias neoplasias malignas humanas, pero hasta la fecha
no se ha establecido una perspectiva coherente. Un meta-
andlisis revisd sisteméticamente la asociacion entre los
niveles de AAS vy los distintos tipos de cancer. Los niveles
altos de AAS circulantes se asociaron notablemente con el
aumento de riesgo de cancer en tumores de células
escamosas esofagicas, de ovario, mama, pulmoén, rifién y
gastrico. Ademds, este estudio encontr6 que las
concentraciones de AAS aumentaron con la gravedad de las
etapas del cancer?.

AAS1 y AAS4 se expresan altamente en carcinomas de
cuello uterino y, por lo tanto, pueden servir como
biomarcadores para este tipo de cancer*.

En pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias
que se someten a terapia con inhibidores de la tirosina
quinasa del receptor de EGF, el aumento del nivel de
expresion de AAS1 en plasma sirve como indicador de mal
prondstico. Asimismo, se ha establecido una correlacion
entre la expresion de AAS1 y un mal resultado clinico en
pacientes con carcinoma de células renales convencional?.

También se ha observado que, un miembro de la familia
AAS, AAS3, facilita la metastasis de células tumorales al
tejido pulmonar a través de un proceso dependiente de
AAS3-TLR4 que favorece un estado similar a la inflamacion
denominado fase de premetastasis.

e Patogénesis de lainfeccion por VHC

La infeccidén por el virus de la Hepatitis C representa uno de
los grandes problemas de salud en todo el mundo.
Actualmente, aproximadamente 70 millones de personas en
el mundo estan infectadas por el VHC. Una vez infectado, 8
de cada 10 individuos desarrollan una infeccion crénica. Los
pacientes con enfermedad crénica, desarrollan fibrosis
hepética y ocasionalmente esto desemboca en cirrosis y
carcinoma hepatocelular. De hecho, la hepatitis C crénica es
una de las principales indicaciones para trasplante hepatico.

El VHC activa multiples vias inflamatorias desencadenando
la expresion de citoquinas inductoras de AAS. Las proteinas
de VHC son ligandos de los TLR. La activacion de los TLR
en monocitos y macréfagos conduce a la expresion de
citoquinas inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a. Se han
identificado varias vias a través de las cuales VHC activa el
inflamasoma. En primer lugar, las proteinas de VHC son
reconocidas por los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) y esto activa la sefial 1 del inflamasoma, lo
que lleva a la produccion de IL-1 e IL-18. En segundo lugar,
el ARN del VHC muestra un efecto directo sobre la activacion
del inflamasoma en macréfagos. En tercer lugar, la
exposicion de los macréfagos al VHC induce la expresion de
CCL5 y TNF-a, que contribuyen a la activacion del
inflamasoma en las células hepaticas.

El virus de la hepatitis C (VHC) regula al alza las citocinas
inductoras de AAS. En consonancia con esto, un segmento
de individuos con infeccion crénica presenta niveles
aumentados de AAS en circulacion. Incluso se ha propuesto
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que el AAS sea un biomarcador potencial para evaluar la
eficacia del tratamiento y el curso de la enfermedad.

La eliminacion de la infeccion por el virus de la hepatitis C
(VHC) se ha asociado con una fuerte respuesta de células T
ampliamente dirigida. La activacion de las células T por las
proteinas del VHC da como resultado la produccion de
citocinas solubles, que a su vez inducen varias proteinas de
fase aguda, incluido el amiloide A sérico. Se ha visto que
AAS inhibe la replicacién del VHC in vitro al bloquear la
entrada del virus en los hepatocitos. Por lo tanto, se plantea
la hipotesis de que los niveles de AAS medidos durante las
primeras fases de la terapia contra el VHC puedan predecir
el éxito del tratamiento antiviral®.

HCV proteins IL-1B
! IL-6
l TNF-a
| INFECTIVITY
LIVER Hepatocyte
BLOOD < \ 1
SAA

" interaction

Figura 2. Citoquinas y AAS en la patogénesis del VHC.
Tomado de: Abouelasrar et al., 2019.

Sin embargo, la actividad biolégica modulada por AAS
comprende angiogénesis, reclutamiento de leucocitos,
liberacion de metaloproteinasas y polarizacion de
macréfagos. Todo esto lleva al dafio hepético y la inflamacién
cronica, que da lugar a la fibrosis hepatica y la tumorigénesis.

Se han comparado en modelos animales los niveles de AAS
con los de otros marcadores de dafio hepatico como AST o
ALT. La elevacion de AAS es mucho mayor que la de las
otras dos enzimas hepaticas y, ademas, se ve una elevacion
temprana de AAS, sugiriendo su utilidad como marcador
precoz de inflamacion hepética. Por el contrario, se observan
concentraciones menores de AAS en plasma en pacientes
con fibrosis hepética avanzada, por lo que esto nos permitiria
diferenciar entre pacientes con fibrosis hepatica leve y
avanzada®.

e Monitorizacion de sepsis neonatal

La sepsis neonatal de aparicion temprana (EONS) en la
unidad de cuidados intensivos neonatales es muy mortal y
puede provocar secuelas graves a largo plazo. El diagnéstico
oportuno y el uso apropiado de antibiéticos son
particularmente importantes para reducir la mortalidad y
morbilidad relacionadas con la sepsis neonatal.

En las dltimas décadas se ha visto la aparicion de multiples
biomarcadores para el control de la eficacia de los
antibiéticos empleados en sepsis neonatal. Estos incluyen
marcadores de superficie, reactantes de fase aguda,
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citocinas y quimiocinas. Estos biomarcadores objetivos como
PCR, AAS, PCT e IL-6 son los mas utilizados en la clinica.

La PCR sigue siendo el indicador de diagnéstico y
seguimiento mas utilizado para la sepsis, con una
especificidad del 94,8% y una sensibilidad del 67,1%. La
PCT, por su parte, presenta el valor predictivo negativo mas
alto (87-100%) para las infecciones bacterianas graves en
los recién nacidos. Finalmente, AAS tiene alta precision para
la deteccién precoz de infecciones en recién nacidos, con
una especificidad del 95% y una sensibilidad del 82%, y se
correlaciona negativamente con la mortalidad neonatal. Las
citocinas y quimiocinas como la interleucina-6 (IL-6) se han
considerado inadecuadas debido a su corta vida media.

En el estudio de Liu C. Zhang et al., el seguimiento clinico
real de la evolucion de la enfermedad en neonatos se realizé
cada 12-24 horas dentro de las 72 horas posteriores al
nacimiento y cada 24-48 horas después de que la condicién
se estabiliz6 tras las 72 horas. La PCR tuvo un valor
diagnostico alto en cada intervalo, con un AUC superior a 0,9.
El AAS tuvo un rendimiento alto a las 24-48 horas (con un
AUC superior a 0,9), un valor diagnéstico moderado en los
intervalos de 12-24 horas y 48-96 horas (con AUC de 0,7-
0,9), pero no tuvo precision diagnostica en el intervalo de 96-
144 horas (con un AUC de 0,5); La PCT tuvo un valor
diagnostico alto a intervalos de 12-24 y 24-48 horas (con un
AUC superior a 0,9) y moderado a las 48-96 horas (con AUC
de 0,7-0,9), pero no tuvo valor diagnéstico a las 96-144 horas
(con un AUC de 0,517)S.

Por lo tanto, durante la fase aguda de la inflamacién, el AAS
aumenta rapidamente, pero cuando el recién nacido mejora
después de que el tratamiento con antibidticos ha entrado en
vigor, el AAS también disminuye rapidamente, por lo que
puede ser sensible para reflejar el nivel de eficacia antibidtica
y los cambios en la condicion de los recién nacidos.

e Prondstico COVID-19

Un estudio de Huan Li et al. evalué el AAS como biomarcador
de severidad y prondstico de COVID-19 en 132 pacientes
con la enfermedad en Wuhan’. Estudiaron las variaciones en
AAS, PCR, PCT, WBC, linfocitos, plaquetas, imagen TC y la
progresion de la enfermedad. Los pacientes tuvieron
incrementos significativos en los niveles de AAS y PCR
mientras el recuento de linfocitos caia y otros parametros
como PCT, WBC y plaquetas, se mantenian en rangos
normales.

La curva ROC del andlisis sugiere que AAS/Linfocitos, PCR,
AAS y el recuento de linfocitos son valorables en la
evaluacion de la enfermedad severa por COVID-19 y permite
distinguir los pacientes graves de los leves (Figura 3)

Aguellos pacientes cuyos niveles de AAS disminuian de
forma constante, tuvieron un mejor pronéstico comparado
con aquellos cuyo AAS seguia en aumento. El nivel inicial de
AAS se correlaciona positivamente con los cambios
dindmicos de las tomografias computarizadas en serie. Los
pacientes con un nivel inicial de AAS mas alto tienen mas
probabilidades de tener imagenes de TC peores. En
definitiva, llegaron a la conclusion de que el AAS y los
linfocitos son marcadores sensibles para evaluar la gravedad
y el pronéstico de COVID-19. La monitorizacion de los

cambios dinamicos de AAS combinado con imagenes de TC,
podria ser valioso en el diagnostico y tratamiento de COVID-
19.

ROC curves
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Figura 3. Curva ROC del andlisis de distintos
biomarcadores en la evaluacién de la enfermedad COVID-
19. Tomado de: Huan Li et al., 2020.
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INTRODUCCION

La sepsis es una patologia compleja y de dificil manejo
clinico con una alta morbimortalidad.

Se estima que afecta a alrededor de 50 millones de personas
al afio, siendo la responsable de méas de 11 millones de
muertes anuales. En Espafia, la incidencia actual se sitla en
torno a los 2-7 casos por cada 100.000 habitantes/dia,
siendo ademas la primera causa de ingreso en unidades de
cuidados intensivos (UCI) en nuestro pais y la primera causa
de muerte hospitalaria por delante del ictus o el infarto de
miocardio. Todo ello lo convierte en un problema sanitario de
gran envergadura que requiere y consume gran cantidad de
recursos.

Para su abordaje es necesario un diagnéstico rapido y fiable
con un elevado grado de colaboracion entre los distintos
servicios médicos implicados. De ello va a depender la
evolucién del paciente y en definitiva su supervivencia.

e Definiciones y evoluciéon de conceptos

En el afio 1992 se celebrd la primera conferencia consenso
sobre sepsis liderada por la Sociedad de Medicina de
Cuidados Criticos (SCCM) y American College of Chest. En
ella se establecieron los siguientes conceptos en relacion
con la sepsis (Figura 1):

- Infeccion:

Respuesta inflamatoria que se lleva a cabo en el huésped
ante la invasién y multiplicacién de agentes patégenos en los
tejidos de un organismo (Figura 2).

- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS):

Se trata de un sindrome generalizado que se caracteriza por
la presencia de al menos dos de los signos y sintomas
clinicos de inflamaciéon a continuacion citados, sin que se
requiera demostrar por cultivo microbiolégico la presencia de
una infeccion bacteriana:

- Temperatura >38° C 0 <35° C.
- Frecuencia cardiaca >90 latidos por minuto.

- Frecuencia respiratoria >20 respiraciones por minuto
0 pCO2 <32 mmHg, o necesidad de ventilacion
mecanica.

- Leucocitos > 12.000 o0 <4.000 por mm?3 o0 >10% de
cayados.

- Sepsis:

Respuesta inflamatoria sistémica a un estimulo infeccioso
documentado clinica y/o microbiolégicamente.

Relationship of
Infection, SIRS, Sepsis, Severe Sepsis
and Septic Shock

Severe Sepsis

Septic
Shock

Figura 1. Relacion entre los distintos conceptos. Tomado de:
Bone et al., 1992.

- Sepsis grave:

SIRS con causa infecciosa probada, asociada con al menos
dos de los criterios de alteracion de la perfusion tales como
acidosis lactica, oliguria, encefalopatia hipoxémica,
coagulacion intravascular diseminada o hipotension arterial
(transitoria o persistente).

- Shock séptico:

Sepsis asociada a hipotension persistente y alteraciones de
la perfusion a pesar de la adecuada sustitucion volémicay la
administracion continuada de vasopresores. Es un tipo de
shock distributivo en el que las resistencias vasculares y
sistémicas se ven reducidas y que generalmente se
acompafa de un aumento del gasto cardiaco.

- Fallo multiorganico:

Cuadro clinico que se caracteriza por la disfuncién
progresiva de dos o mas 6rganos vitales de manera que no
pueden llevar a cabo su actividad de manera espontanea.
Puede ser primario (consecuencia directa del agente
desencadenante) o secundario a la respuesta inflamatoria
del propio organismo. Si no se revierte, esta situacion puede
conducir a la muerte del paciente.

Se le dio gran importancia al hecho de diferenciar el SIRS de
origen infeccioso/no infeccioso y poder estratificar la
progresion de la enfermedad en estos tres estadios (sepsis,
sepsis grave y shock séptico), ya que la presencia de una u
otra situacion clinica condicionaba el manejo y la evolucién
del paciente.
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En el afio 2001 se celebr6 la Conferencia Internacional de
Sepsis, en la que se estableci6 un nuevo sistema que
contemplaba distintos estadios en el paciente séptico, el
sistema PIRO, por sus siglas en inglés, y que tenia en
cuenta:

- Predisposicion - Susceptibilidad genética del paciente
y posibles resistencias a antimicrobianos.

- Infeccion - Patogenia, toxicidad e inmunidad y su
localizacién.

- Respuesta - Incremento de biomarcadores, Yy
presencia de sintomas fisiolodgicos evidentes.

- Disfuncién organica = Numero de 6rganos afectados en
el paciente.

Su fin era estratificar a los pacientes no solo en relacién con
la clinica que presentaban sino también en funcién de los
nuevos marcadores bioquimicos de inflamacién que se
desarrollaron, tales como la proteina C reactiva (PCR), la
procalcitonina (PCT) y la interleucina 6 (IL6). Estos permitian
diferenciar la presencia de signos y sintomas clinicos de
inflamacion observados tanto en los procesos infecciosos
como no infecciosos independientemente del resultado
microbiolégico.

Finalmente, en el afio 2016 tuvo lugar el Tercer Consenso
Internacional donde se reunié un grupo de trabajo de 19
expertos convocados por la Sociedad de Medicina de
Cuidados Criticos y la Sociedad de Medicina Intensiva con el
objetivo de actualizar las definiciones y conceptos (Tabla 1)

Este Gltimo consenso, conocido como Sepsis-3 ha supuesto
un cambio de paradigma con respecto a los previos, ya que
se le otorga mayor importancia a la disfuncién orgéanica frente
a la respuesta inflamatoria en el diagndstico de esta
patologia. Para ello se desarroll6 la escala SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment) que consiste en la combinacién
de criterios clinicos y de laboratorio para valorar la funcion de
6 6rganos con una puntuacion entre 0-4 (Tabla 2).

Ademas, se introdujo una nueva herramienta de cribado,
quick SOFA (qSOFA), para la identificacion rapida y
estratificacion del riesgo de aquellos pacientes con infeccién
y que podrian tener una peor evolucion a corto plazo. Se trata
de una escala de puntuacion que valora tres variables
clinicas: alteracién mental, frecuencia respiratoria y tension
arterial sistolica.

FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

Las bacterias Gram+ y Gram- poseen moléculas Unicas en
su pared celular, denominadas patrones moleculares

asociados a patégenos, que se enlazan a receptores toll-like
receptors (TLR) en la superficie de las células inmunes. El
lipopolisacarido (LPS) de los bacilos Gram- se une a la
proteina enlazadora de LPS, el complejo CD14. Por otro
lado, el peptidoglicano de las bacterias Gram+ y los LPS de
las Gram- se enlazan a TLR-2 y TLR-4, respectivamente.

Este enlace a TLR-2 y TLR-4 desencadena rutas de
transduccién que activan al factor nuclear citosolico NF-kB,
gue se activa y migra desde el citoplasma al nucleo, se
enlaza a sitios de iniciacion de la transcripcion, e incrementa
la produccion de citoquinas como el TNF-alfa, la IL-1B y la
IL-10.

El TNF-alfa y la IL-1B son citoquinas pro-inflamatorias que
activan la respuesta inmune adaptativa pero también causan
dafo directo e indirecto al huésped. Estas citoquinas pro-
inflamatorias estimulan la liberacion de otras anti-
inflamatorias (IL-4 e IL-10), asi como la de mediadores

antitromboticos (PCR y antitrombina), e inducen la apoptosis
de los linfocitos. La IL-10 es una citoquina con diversos
efectos antiinflamatorios que inactiva a los macréfagos.

La sepsis incrementa la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), la cual aumenta la sintesis de 6xido
nitrico (NO), un potente vasodilatador. Las citoquinas activan

= La sepsis se define como una disfuncién orgénica potencialmente mortal causada por una respuesta desregulada del
huésped a la infeccién que surge cuando la respuesta del organismo a una infeccién lesiona sus propios tejidos y
organos.

= Ladisfuncion de 6rganos puede identificarse como un cambio agudo en la puntuacion total del SOFA =2 puntos como
consecuencia de la infeccion

= Los pacientes pueden ser rapidamente identificados a pie de cama con el quick SOFA, que tiene en cuenta la alteracion
del estado mental (valor < 13 en la escala de Glasgow), la presioén arterial sistélica <100 mmHg o frecuencia respiratoria
= 22/min.

= El shock séptico es un subconjunto de la sepsis en el que las anomalias circulatorias y celulares/metabdlicas
subyacentes son lo suficientemente profundas como para aumentar sustancialmente el riesgo de mortalidad.

= Los pacientes con shock séptico pueden identificarse con una sepsis con hipotension persistente que requiere
vasopresores para mantener una presion arterial media de 65 mmHg y tener un nivel de lactato sérico > 2 mmol/L (18
mg/dL) a pesar de la reanimacion volémica adecuada.

Tabla 1. Nuevos términos y definiciones. Tomado de: Singer M, Deutschman CS, Seymour CW et al, 2016.
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Puntuacion
Sistema
0 1 2 3 4

Respiratorio

PaO2/Fi02 mmHg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) <100 (13.3)
Coagulacion

Plaquetas x10%/uL 2150 <150 <100 <50 <20
Hepatico

Bilirrubina mg/dL <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 6.0-11.9
Cardiovascular

Tensién  Arterial ]

Media (TAM) Dopamina Dopamina >15 o

Drogas TAM 270mm Hg | TAM <70mm Hg Dopamina <5 5.1-15 Epi/norepinefrin

vasoactivas Epinefrina < 0.1 a>0.1

(ug/kg/min)
SNC

Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <5
Renal

Creatinina, mg/dL <1.2 1.2-1.9 2.0-34 3.5-4.9 >5.0

Diuresis <500 <200

Tabla 2. Criterios de puntuacion escala SOFA. Tomado de: Singer M, Deutschman CS, Seymour CW et al, 2016.

las células endoteliales regulando los receptores de
adhesion y de moléculas de dafio endotelial mediante la

induccién de neutrdfilos, monocitos, macréfagos y plaquetas
gue se enlazan a las células endoteliales. Dichas células
efectoras liberan mediadores como proteasas, oxidantes,
prostaglandinas y leucotrienos.

Las funciones clave del endotelio son la permeabilidad
selectiva, la vaso-regulacion, y el aporte de una superficie
anticoagulante. Las proteasas, los oxidantes, las
prostaglandinas y los leucotrienos dafian las células
endoteliales, produciendo una permeabilidad incrementada,
la consiguiente vasodilatacion y la alteracion del equilibrio
procoagulante-anticoagulante. Las citoquinas también
activan la cascada de la coagulacién, como se describe a
continuacion.

La sepsis desencadena el proceso de coagulacion al activar
el endotelio e incrementar la expresion del factor tisular
(Figura 3). Se activa asi la cascada de coagulacion, y
especialmente de los factores Va y Vllla que conducen a la
formacion de trombina-alfa, responsable de la conversién de
fibrinégeno en fibrina. La fibrina se enlaza a las plaquetas,
gue a su vez se adhieren a las células endoteliales, formando
micro trombos vasculares. Dichos trombos microvasculares

amplifican el dafio a través de la liberacién de mediadores y
la obstruccién vascular, que causa isquemia e hipoxia tisular.

Normalmente los anticoagulantes naturales (proteina C y S),
antitrombina Ill y el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI)
impiden la coagulacién y favorecen la fibrindlisis eliminando
los micro trombos. La trombina-alfa se une a la
trombomodulina en las células endoteliales, lo que
incrementa significativamente la activacion de proteina C a
proteina C activada. Esta proteina C forma un complejo con
su cofactor y la proteina S. La proteina C activada inactiva
proteoliticamente los factores Va y Vllla y reduce la sintesis
de inhibidor 1 del activador de plasmindgeno (PAI-1).

Por el contrario, la sepsis provoca la sintesis de PAI-1, asi
como un descenso de los niveles de proteina C, S,
antitrombina Ill y TFPI. Por tanto, los cambios inducidos por
la sepsis en el proceso de coagulacién originan el incremento
de las concentraciones de marcadores de diseminacion de la
coagulacién intravascular y de disfuncién organica
(disminucion de la fibrindlisis).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

La gravedad de la sepsis es tiempo-dependiente,
suponiendo un desafio asistencial su rapida identificacion y
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tratamiento. Como hemos visto, un retraso en su deteccion
podria suponer su evolucién a shock séptico, disfuncion
organica multiple e incluso la muerte. Su rapida identificacién
es por tanto clave para lograr una reduccion de su mortalidad
ya que por cada hora de retraso en el inicio del tratamiento
su mortalidad se incrementa un 8%.

Un proceso asistencial completo con un seguimiento de las
guias clinicas en cuanto a constantes, cultivos y pruebas de
laboratorio junto con el inicio del tratamiento antibiético
dentro de las primeras 3 horas desde la llegada del paciente
a urgencias, reduce la tasa de mortalidad hasta en un 40%,
siendo del 36% a las 6 horas. Este es el objetivo principal del
Caédigo Sepsis, herramienta implementada en instituciones
sanitarias cuya finalidad es estandarizar el proceso
asistencial para la rapida identificacién de cuadros clinicos
infecciosos con riesgo de sepsis e iniciar precozmente
tratamientos adecuados para disminuir sus complicaciones y
mortalidad.

Es por ello por lo que se hace necesaria la busqueda de
biomarcadores que reflejen el proceso fisiopatoldgico de la
sepsis de la forma més precoz e inequivoca posible, con el
objetivo de conseguir una identificacion rapida y con ello un
mejor manejo clinico del paciente.

Debido a la complejidad de esta patologia, entre las
cualidades para la busqueda de un buen test diagnéstico se
buscan las siguientes caracteristicas:

- Répido, con un tiempo de respuesta sea inferior a 1
hora.

- Posibilidad de que esté disponible en una plataforma
de Point Of Care Testing (POCT).

- Fiable y robusto.

- Con una alta sensibilidad y especificidad.

- Toma especial importancia que tenga alto Valor
Predictivo Negativo (VPN> 98%).

- Bajo coeficiente de variacién y estable en el tiempo.
- Disponible 24 horas.
- Econdmico, si es posible.

El abordaje desde el laboratorio pasa por el diagnostico
Microbiolégico, Hematolégico y Bioquimico.

e Diagnéstico Microbiologico

El Diagndstico Microbioldgico de la sepsis se ha considerado
durante afios el Gold standard ya que permite identificar el
agente etiolégico de la infeccion, asi como definir su
sensibilidad mediante la realizacion del antibiograma.

Es fundamental extraer hemocultivos en todos los pacientes
con sepsis grave, aungue no exista pico de fiebre en ese
momento. Se deben extraer al menos dos sets de
hemocultivos, cada uno de un lugar de venopuncion
diferente. Lo mas adecuado es extraer los hemocultivos
antes de iniciar la terapia antibiética.

Si existe un acceso vascular venoso central de mas de 48
horas, se debe extraer una muestra de éste y otra de sangre
de venopuncion. Los cultivos de secreciones respiratorias se
recomiendan para el diagnostico de neumonia asociada a la
ventilacién mecanica. Los cultivos de otras localizaciones,
como orina, liquido cefalorraquideo, heridas, secreciones
respiratorias u otros fluidos corporales deben ser extraidos
igualmente antes del inicio del tratamiento antibiético. Se
recomienda recoger las muestras de exudados purulentos en
jeringa y aguja aspirando preferentemente de zonas
profundas; es recomendable evitar el uso de torundas ya que
disminuyen la rentabilidad del cultivo.
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Figura 2. Respuesta inflamatoria a la sepsis. Tomado de: Russell JA, 2006.
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Figura 3. Respuesta procoagulante de

Si se encuentra disponible, se recomienda realizar tincién de
Gram urgente de las muestras que potencialmente puedan
ser el origen de la infeccion (esputo, liquido cefalorraquideo,
muestra de orina, herida o absceso, etc.), ya que puede
aportar informacion sobre el tipo de bacteria originaria de la
infeccion.

Obtener unos cultivos apropiados es fundamental para
confirmar la infecciébn y sus patdégenos responsables, y
permitir reducir el espectro antibidtico una vez recibido el
antibiograma. Aun asi, la relevancia de esta patologia hace
estrictamente necesario cubrir con terapia empirica inicial.

e Diagndstico Hematologico

Se ha observado que, como respuesta al estado séptico, se
alteran el tamafio y la funcién de los leucocitos.

Los Cell Population Data (CPD) son unos parametros
numéricos  proporcionados  por los  analizadores
hematoldgicos que definen diferentes poblaciones celulares.
Los CPD permiten conocer cambios en la granulacion, en el
citoplasma o en el tamafio de las distintas células, indicando
la respuesta a diferentes procesos fisiopatolégicos como es
el caso de la sepsis.

Para ello utilizan distintos pardmetros:

Volumen (V)

Conductividad (C) para determinar la composicion
interna de la célula.

Dispersion de la luz laser en 5 angulos distintos
(MALS, UMALS, LMALS, LALS y AL2) para el
andlisis de la granularidad citoplasmatica y
estructura nuclear.

la sepsis. Tomado de: Russell JA, 2006.

Estas mediciones proporcionan una media (M) y desviacion
estandar (DE) de cada parametro en cada poblacién celular
analizada, aplicables en el diagnéstico de sepsis. Los
modelos estadisticos se pueden utilizar para fortalecer el
diagnéstico.

Uno de los CPD mejor estudiado y que se ha postulado como
un marcador en la deteccién temprana de sepsis es el ancho
de distribucién de monocitos (Monocyte Distribution Width o
“MDW” por sus siglas en inglés) que consiste en una medida
cuantitativa de la dispersion del tamafio celular en la
poblaciéon de monocitos.

En el curso de la sepsis, los monocitos en sangre periférica
sufren una polarizacion entre su estado hiperinflamatorio y el
de inmunosupresion, alterando su funcionalidad y estructura
celular.

La heterogeneidad de las subpoblaciones de monocitos en
sangre periférica permanece estable en condiciones
fisiologicas normales, pero se ve incrementada en respuesta
a diversos procesos infecciosos como la sepsis. Durante este
proceso la subpoblacion no-clasica puede variar del 10% a
representar mas del 50% de los monocitos presentes en
sangre periférica, incrementado su polarizacion entre los
estados hiperinflamatorios e inmunosupresores. Estos
procesos conllevan cambios funcionales y conformacionales
de los monocitos, produciendo su estimulacién celular,
secrecién de citoquinas pro y antiinflamatorias e incremento
del tamafio celular, siendo la base para la determinacién
celular del MDW.

Un incremento en el MDW refleja la heterogeneidad de la
poblacién monocitica en respuesta a una infeccidn o sepsis.
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e Diagnéstico Bioquimico
- Lactato

Es un marcador de hipoxia tisular derivado del metabolismo
anaerobio celular por lo que es frecuente su elevacion en
caso de sepsis grave o shock séptico.

Es fundamental su determinacion en fases iniciales (en las
dos primeras horas) de la sepsis para estratificar el riesgo ya
que se ha descrito como predictor independiente de
mortalidad: niveles intermedios por encima de 2 mmol/l y
especialmente elevados por encima de 4 mmol/l.

Puede ser el Gnico indicador de hipoperfusion en pacientes
normotensos. Su determinaciéon precoz se considera un
marcador de calidad en la atencién inicial del paciente
séptico: ante un nivel elevado (mayor de 4 mmol/l) la
fluidoterapia inicial debe ser agresiva.

Su disminucién en las primeras 24 horas se relaciona con un
mejor pronéstico de pacientes sépticos ingresados en UCI.

Para recoger adecuadamente la muestra, debe evitarse la
estasis venosa (no comprimir el extremo proximal del brazo),
y para un correcto analisis deben transcurrir como maximo
30 minutos entre la extraccion y su determinacion.

- Proteina C Reactiva (PCR)

Es la proteina de fase aguda clasica de las reacciones
inflamatorias. Se sintetiza en el higado y se compone de
cinco cadenas polipeptidicas idénticas en forma de anillo. La
PCR es el reactante de fase aguda mas sensible y su
concentracion aumenta muy réapidamente en procesos
inflamatorios precediendo a los sintomas clinicos, incluyendo
la fiebre.

El complejo formado por la PCR activa la via clasica del
complemento.

Como biomarcador, presenta elevada sensibilidad vy
especificidad para el diagnéstico de inflamacién. Aunque no
es especifico de infeccion, niveles especialmente elevados
(> 8-10 mg/dL) se relacionan con etiologia infecciosa. Su
especificidad, sin embargo, disminuye significativamente a la

7 —_—
/ Aparato |Calcitonina

.
CT-mRNA

\ Célula Ctiroides

hora de diferenciar la etiologia bacteriana, viral o fingica de
la infeccion.

- Procalcitonina (PCT)

La PCT es un precursor polipeptidico de la calcitonina,
hormona implicada en la homeostasis del calcio. En
condiciones fisiolégicas la calcitonina y sus precursores son
sintetizados por las células C neuroendocrinas medulares del
tiroides en respuesta a la activacién del gen CALC-I. La
hormona se sintetiza a partir de sus precursores, y se
almacena en dichas células hasta su secrecion mediada por
un estimulo hormonal o metabdlico.

El principal estimulo para la liberacién de PCT durante una
infeccion es la endotoxina bacteriana. En sujetos sanos se
produce un gran incremento en las concentraciones séricas
de PCT a las 3-4 horas del estimulo de esta endotoxina,
alcanzando concentraciones maximas a las 6-8 horas y
permaneciendo elevada al menos durante 24-30h. Por otra
parte, situaciones criticas no asociadas a infeccién, como las
quemaduras graves, los traumatismos o la cirugia mayor
presentan incrementos de las concentraciones séricas de
PCT. En neonatos también se ha descrito una elevacion
fisiologica de PCT, en las primeras 48-72h de vida,
probablemente debido al estrés sufrido durante el
nacimiento. Todo esto sugiere la existencia de otra via de
activacion de PCT, relacionada con la respuesta inmunitaria.
Las citoquinas, podrian ser los inductores de la liberacion de
PCT tras un estimulo inflamatorio, infeccioso o no (Figura 4).

Se ha descrito que los pacientes tiroidectomizados con
sepsis son capaces de producir elevadas cantidades de la
prohormona, por lo que la PCT producida durante los
procesos infecciosos ha de tener un origen extra tiroideo.
Estructuralmente esta PCT es idéntica a la producida por las
células C del tiroides y no se conoce ningun otro gen que
codifique para la sintesis de la PCT durante los procesos
inflamatorios e infecciosos, de modo que el propio CALC-I
podria activar la produccion de PCT extra tiroidea, al
expresarse en diversos tejidos del organismo. Sin embargo,
no se observa incremento en las concentraciones de la
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Figura 4. Sintesis fisiologica vs sintesis patoldgica de la PCT. Tomado de: Linscheid P et al, 2003.
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hormona calcitonina en presencia de sepsis, lo que sugiere
la existencia de una ruta alternativa diferente a la especifica
que conduce a la sintesis de calcitonina. Tras una infeccion
sistémica se produce una activacion generalizada del gen de
la calcitonina, expresado en todas las células parenquimales
del organismo, incluyendo el higado, rifién, pulmén, células
musculares y adipocitos.

En ausencia de infeccidn, la transcripcién extra tiroidea del
gen estaria suprimida, de modo que la expresion estaria
mediada por calcio y estimulos hormonales tan solo en las
células neuroendocrinas, principalmente tiroideas, pero
también pulmonares. Por el contrario, tras una infeccion
microbiana se induciria la expresién generalizada del gen en
todo el organismo, mediada por la endotoxina y las citosinas
pro infamatorias. El organismo entero actuaria como una
glandula endocrina de forma analoga a la liberacion de
citoquinas por parte del sistema inmunitario.

Debido a este complejo mecanismo de liberacion, este tipo
de moléculas son denominadas “hormokinas” por algunos
autores, dado que actian con funciones de hormona o de
citoquina, en funcién del estimulo que las produce.

Al iniciarse la respuesta de fase aguda, la concentracion
sérica de la PCR aumenta rapida y acentuadamente. Este
aumento comienza entre 6 y 12 horas tras el inicio de la fase
aguda y alcanza su valor maximo pasadas 24 horas. Este
pico a las 48 horas impide su uso como marcador diagnéstico
precoz.

La vida media corta de las citosinas en circulacion
sanguinea, con valores normales a las 24 horas, contrasta
con la de la PCT, que permanece elevada mientras perdura
el estimulo inflamatorio (Figura 5).

Comienza a elevarse a las 2-4 horas del inicio del cuadro
séptico, con un pico de maxima liberacién a las 24 horas,
manteniéndose elevada hasta la resolucion del proceso. Su
aumento (>5 ng/ml) orienta hacia un origen bacteriano.

Por todo ello la PCT se considera un buen marcador del
estado séptico del paciente que puede ayudar al clinico a
monitorizar tanto el estado inicial del paciente como su
respuesta al tratamiento antibiético.
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1 2 6 12 24 48 72 96

Figura 5. Cinética de liberacion plasmatica de citoquinas tras

estimulacién con endotoxina bacteriana. Tomado de: Nylén ES,

2001.

CONCLUSIONES

1) La sepsis es una patologia compleja que necesita
un diagndstico rapido y fiable y un abordaje
estandarizado que ayude a salvar vidas.

2) Las sociedades y consensos internacionales son
cruciales para el establecimiento de guias y codigos
gque permitan una rapida identificacion 'y
estratificacion del paciente séptico.

3) Aunque el tratamiento empirico es indiscutible,
sigue siendo muy importante discernir el origen y
establecer el microorganismo causal para
establecer un tratamiento dirigido que disminuya la
aparicion de resistencias bacterianas.

4) Existen nuevos pardmetros como los Cell
Population Data y nuevas utilidades de otros como
la PCT cuyo manejo pueden ayudar al clinico a
discernir en poco tiempo el estado séptico del
paciente.

5) No existe el marcador perfecto de sepsis. Una
valoracién conjunta e integral de los parametros
disponibles mejora el diagnostico, manejo y
prondstico de los pacientes, por lo que el laboratorio
es parte esencial en el diagndstico y monitorizacién
de esta patologia.

BIBLIOGRAFIA GENERAL

— Agnello L, lacona A, Lo Sasso B, Scazzone C, Pantuso
M, Giglio RV, et al. A new tool for sepsis screening in the
Emergency Department. Clin Chem Lab Med.
2021;59(9):1600-5.

— American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference: definitions for
sepsis and organ failure and guidelines for the use of
innovative therapies in sepsis. Crit Care Med.
1992;20(6):864-74.

— Crouser ED, Parrilo JE, Martin GS, Huang DT,
Hausfater P, Grigorov |, et al. Monocyte distribution width
enhances early sepsis detection in the emergency
department beyond SIRS and qSOFA. J Intensive Care.
2020;8:33.

—  Crouser ED, Parrillo JE, Seymour C, Angus DC, Bicking
K, Tejidor L, et al. Improved Early Detection of Sepsis in
the ED With a Novel Monocyte Distribution Width
Biomarker. Chest. 2017;152(3):518-26.

— Crouser ED, Parrillo JE, Seymour CW, Angus DC,
Bicking K, Esguerra VG, et al. Monocyte Distribution
Width: A Novel Indicator of Sepsis-2 and Sepsis-3 in
High-Risk Emergency Department Patients. Crit Care
Med. 2019;47(8):1018-25.

- Evans L, Rhodes A, Alhazzani W, Antonelli M,
Coopersmith CM, French C, et al. Surviving Sepsis
Campaign: International Guidelines for Management of
Sepsis and Septic Shock 2021. Crit Care Med.
2021;49(11):e1063-e143.

27



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

Hausfater P, Robert Boter N, Morales Indiano C,
Cancella de Abreu M, Marin AM, Pernet J, et al.
Monocyte distribution width (MDW) performance as an
early sepsis indicator in the emergency department:
comparison with CRP and procalcitonin in a multicenter
international European prospective study. Crit Care.
2021;25(1):227.

Ifigo J, Sendra JM, Diaz R, Bouza C, Sarria-Santamera
A. Epidemiologia y costes de la sepsis grave en Madrid.
Estudio de altas hospitalarias. Med Intensiva.
2006;30(5):197-203.

Levy MM, Fink MP, Marshall JC, Abraham E, Angus D,
Cook D, et al International Sepsis Definitions
Conference. 2001  SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS
International Sepsis Definitions Conference. Intensive
Care Med. 2003; 29(4):530-8.

Linscheid P, Seboek D, Nylen ES, Langer |, Schlatter M,
Becker KL, et al. In vitro and in vivo calcitonin | gene
expression in parenchymal cells: a novel product of
human adipose tissue. Endocrinology. 2003
Dec;144(12):5578-84. Disponible en:
https://doi.org/10.1210/en.2003-0854

Martinez-Iribarren A, Tejedor X, Sala Sanjaume A, Leis
A, Doladé Botias M, Morales-Indiano C. Performance
evaluation of the new hematology analyzer UniCel DxH
900. Int J Lab Hematol. 2021;43(4):623-31.

Nylén ES, Alarifi AA. Humoral markers of severity and
prognosis of critical illness. Best Pract Res Clin
Endocrinol Metab. 2001 Dec;15(4):553-73.

Russell JA. Management of sepsis. N Engl J Med. 2006
Oct 19;355(16):1699-713. Disponible en:
https://doi.org/10.1056/NEJMra043632. Erratum in: N
Engl J Med. 2006 Nov 23;355(21):2267.

Singer M, Deutschman CS, Seymour CW, Shankar-Hari
M, Annane D, Bauer M, et al. The Third International
Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock
(Sepsis-3). JAMA. 2016;315(8):801-10.

Tak T, van Groenendael R, Pickkers P, Koenderman L.
Monocyte Subsets Are Differentially Lost from the
Circulation during Acute Inflammation Induced by
Human Experimental Endotoxemia. J Innate Immun.
2017;9(5):464-74.

Woo A, Oh DK, Park CJ, Hong SB. Monocyte distribution
width compared with C-reactive protein and procalcitonin
for early sepsis detection in the emergency department.
PLoS One. 2021;16(4):e0250101.

Yamaguchi H, Haranaga S, Widen R, Friedman H,
Yamamoto Y. Chlamydia pneumoniae infection induces
differentiation of monocytes into macrophages. Infect
Immun. 2002;70(5):2392-8.

28

Ziegler-Heitbrock L, Ancuta P, Crowe S, Dalod M, Grau
V, Hart DN, et al. Nomenclature of monocytes and
dendritic cells in blood. Blood. 2010;116(16):e74-80.


https://doi.org/10.1210/en.2003-0854

CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

LITIASIS URINARIA

Autores: Eva Barbdn Alonso?; Daniel Parraga Garcia?

1Servicio de Andlisis Clinicos, Complejo Hospitalario de Navarra, Pamplona

2Servicio de Biogquimica y Andlisis Clinicos, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Litiasis, Calculo urinario

INTRODUCCION

La litiasis urinaria o urolitiasis se define como la presencia de
calculos de composicién y tamafio variable a lo largo de las
vias urinarias. Se clasifica en funcion de su ubicacién en dos
tipos: litiasis en el tracto urinario inferior y en el tracto urinario
superior, también denominada renoureteral.

Los célculos urinarios se forman secundariamente a una
gran variedad de alteraciones metabdlicas que modifican la
composicién de la orina. Ademas, existe una serie de
factores que aumentan el riesgo de litiasis, entre los que
destacan:

— Raza: Predomina en personas de raza blanca y
asiatica.
— Nivel socioecon6mico: Asociada generalmente a

paises ricos e industrializados debido a su estilo de
vida.

— Dieta: La litiasis se ve favorecida por la ingesta
elevada de proteinas de origen animal, grasas
insaturadas y sal. La baja ingesta de agua favorece
la concentracion de la orina, aumentando el riesgo
de formacion de cristales.

— Clima: En zonas de clima célido se produce una
mayor deshidratacion que, al igual que en casos de
baja ingesta hidrica, da lugar a una orina
concentrada con mayor posibilidad de cristalizacion
de los compuestos formadores del célculo.

— Nivel de actividad fisica: Un estilo de vida
sedentario favorece la formacién de calculos renales.
El ejercicio fisico frecuente se considera un factor
protector de la litiasis.

Su incidencia es mayor en el sexo masculino entre la cuarta
y la sexta década de vida. Presenta una elevada tasa de
recidivas, en diversos estudios se ha determinado que un
afio después del primer episodio litidsico se producira un
segundo episodio en un 15% de los pacientes, este
porcentaje aumenta hasta llegar a un 35% tras 5 afios y un
60% a los diez afios. Por ello, la litiasis se define como una
patologia cronica y es de suma importancia identificar las
causas que la producen y ofrecer medidas para prevenir su
reaparicion.

Supone un importante impacto a nivel econémico, sanitario y
social ya que se trata de una de las patologias uroldgicas con
mayor cantidad de consultas médicas generadas, asi como
ingresos hospitalarios. Ademas, se ha producido un notable
incremento de la prevalencia de litiasis en los Ultimos afios.

PROCESO DE FORMACION DEL CALCULO

El primer paso en la formacién del célculo consiste en un
aumento de la concentracion del compuesto formador en
orina hasta llegar a un estado de sobresaturacion. A partir de
este punto, no podra disolverse en la orina en su totalidad y
comenzara a precipitar en forma de cristales.

Posteriormente se produce la germinacion cristalina, que se
caracteriza por un aumento en el tamafio de los cristales
debido a la continua precipitacién del compuesto formador.
Ademas, estos cristales se agregan entre si, produciendo un
aumento de su tamario.

La dltima etapa se denomina nucleacion. Las particulas en
condiciones de sobresaturacién contintan depositandose en
la superficie del calculo primario formando estratos. En el
momento en que el célculo alcance un tamafio suficiente,
permanecera retenido en los conductos urinarios.

Durante el proceso de nucleacién es frecuente que se
produzca el depdsito de cristales de diferente composicién,
lo que se denomina nucleacion heterogénea. Otro tipo de
nucleacién, menos comun, es la homogénea, en la que todos
los cristales son del mismo tipo, esto ocurre principalmente
en casos de cistinuria.

Los diferentes componentes del calculo se definen como
promotores de la cristalizacion, los principales son calcio,
oxalato, acido Urico, fosfatos y cistina. Otras sustancias
actian como inhibidoras de la cristalizacion debido a su
capacidad quelante de las sustancias formadoras. Los
inhibidores mas importantes son el magnesio (quelante de
oxalato) y el citrato (quelante de calcio).

En individuos sanos, existe un equilibrio entre promotores e
inhibidores de la cristalizacién que impide el depdsito de
sustancias formadoras del calculo. Cuando este equilibrio se
altera, debido a un aumento en la concentracién de
promotores o0 a una reduccion en la de inhibidores, se
favorece el deposito de las particulas y, por consiguiente, la
cristalizacion y formacion del célculo.

CLASIFICACION

Los célculos urinarios se componen de una matriz organica
y una fase cristalina.

La matriz organica esta formada por mucoproteinas,
azucares y hexosaminas.

La fase cristalina define la clasificacion del calculo. Se forma
a partir de los compuestos formadores del calculo que
cristalizan en la orina del paciente, entre los cuales los mas
frecuentes son:
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e Oxalato de calcio

Es el componente mas frecuente de los calculos urinarios.
Se encuentra en forma de oxalato célcico monohidratado
(whewellita) o dihidratado (wheddellita). Las causas
principales de su formacion son la hipercalciuria y la
hiperoxaluria

e Fosfato

En forma de fosfato aménico-magnésico (estruvita), fosfato
calcico (apatita) o fosfato hidratado de calcio (brushita). La
cristalizacién de los fosfatos se ve favorecida a pH basico.

Generalmente este tipo de litiasis es secundaria a
hiperparatiroidismo, acidosis tubular distal o infecciones por
gérmenes urealiticos. En caso de infeccion se forman
principalmente  célculos de estruvita, denominados
comunmente célculos infecciosos.

e Acido urico
Puede cristalizar en forma anhidra o hidratada. Su

precipitacion se ve favorecida con un pH urinario inferior a
5,5.

Se observan en caso de orinas con pH repetitivamente acido
y patologias que cursan con hiperuricemia.

e Cistina

Es el componente menos frecuente de los célculos renales.
Aparece en casos de cistinuria, una tubulopatia hereditaria
gue genera alteraciones en la absorcién de aminoacidos
dibésicos.

CAUSAS

La litiasis se debe en la mayor parte de los casos a
alteraciones metabdlicas que desencadenan hipercalcemia,
hipercalciuria, hiperoxaluria, hiperuricosuria, hipocitraturia e
hipomagnesuria.

Existe relacion entre la composicién del calculo y la anomalia
metabdlica subyacente. Por ello, es muy importante conocer
la composicién para poder realizar un diagnéstico correcto
de la patologia causante de su formacion.

e Hipercalciuria:

Se caracteriza por un aumento en la excrecion renal de calcio
gue genera depositos a nivel tubular y favorece la formacion
de célculos de oxalato y fosfato calcico. Las principales
causas de hipercalciuria son:

— Hiperparatiroidismo primario: Es la causa mas
frecuente de litiasis por hipercalciuria. El 50-70% de
los pacientes con esta patologia presenta litiasis
renal recidivante con composicién mixta de oxalato
célcico y fosfato.

— Sarcoidosis.
— Intoxicacion por vitamina D.

— Hipercalciuria idiopatica: Se define como un
aumento mantenido en la eliminacion urinaria del
calcio, sin causa aparente y en ausencia de
hipercalcemia.
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e Hiperoxaluria:

Consiste en una eliminaciéon excesiva de oxalato en orina.
Puede clasificarse en:

- Hiperoxaluria primaria: Aumento de la produccion
enddgena de oxalato. Debida a alteraciones enzimaticas
a nivel hepético.

- Hiperoxaluria secundaria: Aumento de la absorcion
intestinal de oxalato.

En caso de hipercalciuria e hiperoxaluria se producira la
acumulacion de oxalato célcico a nivel tubular generando
calculos.

La principal diferencia entre estas dos alteraciones
metabdlicas es que, en caso de hipercalciuria, el calculo se
encuentra compuesto principalmente por oxalato célcico
dihidratado mientras que, en caso de hiperoxaluria, el
compuesto principal seréd oxalato calcico monohidratado.

e Hiperuricosuria:

Es un factor de riesgo para la formacién de célculos de acido
urico y de oxalato calcico (en este caso debido a un proceso
de nucleacion heterogénea).

Podemos diferenciar entre alteraciones con sobreproduccion
de acido urico (asociadas a hiperuricemia) y alteraciones con
disminucion de su reabsorcion tubular (asociadas a
hipouricemia).

El &cido Urico requiere de un pH &cido para precipitar en
orina. Las causas de la formacion de calculos de acido Urico
son:

— pH urinario repetidamente 4cido: En caso de pH
inferior a 5,5 el acido Urico se encuentra en forma
insoluble, por lo que aumenta la probabilidad de
cristalizacion.

- Origen dietético: Es la causa mas frecuente de
hiperuricosuria en paises desarrollados. Se produce
debido a un consumo excesivo de proteinas
animales por su contenido en derivados purinicos.

- Hiperuricemia primaria: Se debe a alteraciones
enzimaticas en la sintesis de purinas: aumento de la
actividad de fosforribosilpirofosfato  sintetasa
(PRPPs) o déficit de hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HGPRT).

- Medicamentos uricosuricos: Como probenecid y
sulfinpirazona cuyo mecanismo de accién consiste
en aumentar la excrecion renal de acido Urico.*

- Alteraciones proliferativas: Patologias como
linffomas o leucemias agudas conllevan una
importante  destruccion  celular, denominada
sindrome de lisis tumoral, que produce liberacion de
purinas y aumento de la uricemia.?

- Enfermedad inflamatoria intestinal.
e Hipomagnesuria:

El magnesio bloquea la formacién de célculos de oxalato por
dos motivos: es quelante de oxalato y, ademas, reduce su
absorcion intestinal. Bajos niveles de magnesio favorecen la



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

aparicion de célculos de oxalato. La hipomagnesuria puede
tener dos causas: Origen dietético y Malabsorcion intestinal.

e Hipocitraturia:

En pacientes con litiasis suele coexistir con otras
alteraciones metabdlicas. El citrato bloquea la cristalizacion
de oxalato y fosfato calcicos, por lo que su déficit aumenta la
formacion de calculos de este tipo. Las principales causas de
la reduccién de su concentracion en orina son:

— Insuficiencia renal crénica.

— Acidosis tubular renal: la excrecion renal de citrato
se encuentra intimamente relacionada con el
equilibrio  &cido-base. Estados de acidosis
incrementan su reabsorcion tubular, reduciendo la
concentracion de citrato en orina.

e Cistinuria:

Patologia de baja prevalencia con herencia autosémica
recesiva. Generalmente se diagnostica antes de la
adolescencia.

Se trata de una tubulopatia caracterizada por un defecto en
la reabsorcion tubular proximal de aminoacidos dibasicos
(arginina, lisina, cistina y ornitina).

Se observa una hipersecrecion de estos cuatro aminoacidos
en orina, siendo la cistina la Unica con consecuencias
clinicas. Conduce a la formacion de calculos de repeticién
debido a su baja solubilidad en pH acido.

En el sedimento urinario detectaremos cristales de cistina,
tipicamente hexagonales.

A pesar de ser una causa poco frecuente de litiasis,
realizaremos el screening de cistinuria en los casos de
calculos en la infancia o litiasis recidivante.

e Infecciones
urealiticos:

repetidas por organismos

Se trata de bacterias productoras de ureasa que liberan
amonio a partir de urea incrementando el pH de la orina. Se
favorece la cristalizacion de diversas sustancias,
principalmente estruvita (fosfato de amonio y magnesio) v,
en menor proporcién, carbonato de apatita (fosfato célcico) y
urato monoamonico. Estas bacterias son Proteus,
Ureaplasma urealyticum y ciertas cepas de Klebsiella o
Serratia.

Es una de las causas principales de formacion de célculos
coraliformes asociados a la infeccion a nivel renal.

MANIFESTACIONES CLINICAS

La litiasis urinaria se manifiesta frecuentemente en forma de
colico nefritico. Sin embargo, puede ser asintomatica o
presentar sintomatologia variada (hematuria, dolor lumbar o
sindrome miccional).

El colico nefritico constituye el motivo méas frecuente de
asistencia urgente grave en el ambito urolégico. En la litiasis
se produce obstruccidon en el tracto urinario que genera
presion 'y dolor agudo e intenso, acompafado
ocasionalmente de anuria o fiebre.

En estadios mas avanzados pueden surgir complicaciones,
especialmente en pacientes con calculos de repeticion. Se
trata de manifestaciones de menor frecuencia, pero mayor
gravedad como pionefrosis, perinefritis o pielonefritis
xantogranulomatosa.

— Pionefrosis: retencién de orina purulenta a nivel
renal que produce descamacion del parénquima.
Asociada a la formacion de calculos coraliformes.

—  Perinefritis: se produce cuando la infeccion se
extiende hacia tejidos proximos.

— Pielonefritis xantogranulomatosa: es la
destruccion del parénquima renal y su sustitucion por
nédulos de tejido fibroadiposo.

DIAGNOSTICO

En primer lugar, se realiza una exploracion fisica del paciente
en la que se determina su situacion clinica.

La sintomatologia del paciente, asi como su historia clinica
personal y familiar, pueden ser de gran ayuda en el
diagnostico. Antecedentes personales de alteraciones
endocrinas, acidosis tubular o infecciones de repeticion
aumentan la sospecha de litiasis.

Es importante tener en cuenta que determinados factores
genéticos aumentan la susceptibilidad del individuo a la
formacion de calculos. La litiasis monogénica es poco
frecuente, pero se relaciona con formas graves de litiasis con
un elevado indice de recidivas y un aumento del riesgo de
progresion a insuficiencia renal.

Debemos conocer los tratamientos del paciente ya que
algunos pueden favorecer el depdsito de cristales a nivel
urinario: suplementos de calcio, antiacidos quelantes de
fésforo, diuréticos, bloqueantes de canales de calcio y
agentes uricosuricos, entre otros.

En segundo lugar, es importante realizar un urianalisis y
pruebas de imagen.

e Uriandlisis:
Los parametros de mayor importancia son el pH de la orina
y la presencia o ausencia de hematuria, cristaluira,
leucocituria y bacteriuria. El hallazgo mas frecuente es la
presencia de microhematuria, aunque si el paciente se

encuentra en un estadio inicial el uriandlisis puede ser
normal.

El estudio de la cristaluria es esencial®, sin embargo,
debemos tener en cuenta que la presencia de cristales apoya
el diagndstico, pero no lo confirma.

En el sedimento urinario podemos encontrar varios tipos de
cristales (Figura 1), entre los que destacan:

- Acido drico:

Se presenta en forma anhidra, monohidratada, dihidratada o
como uratos amorfos. Las formas cristalinas se depositan en

orina en forma romboide y las amorfas como granulaciones.
Ambas aparecen en casos de pH acido.
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- Fosfato:

Puede encontrarse en forma de fosfatos calcicos o amonico-
magnésico. Los cristales de fosfato calcico suelen precipitar
agrupados formando rosetas. Los cristales de fosfato
amonico-magnésico se denominan comunmente “cristales
con forma en tapa de ataud”.

- Oxalato célcico:

Se puede encontrar en forma monohidratada o dihidratada
en funcién del cociente Ca/Ox (concentracion de calcio
dividido entre la concentracion de oxalato en orina). Cuando
Ca/Ox es superior a 14 predomina la forma dihidratada. En
caso de cocientes inferiores a 5 predomina la forma
monohidratada. Valores entre 5 y 14 indican una mezcla de
ambos tipos.

Generalmente presentan forma octaédrica, aunque adoptan
una forma dodecaédrica al aumentar la concentracion de
calcio en orina, es decir, al aumentar la proporcién de la
forma dihidratada.

- Cistina:

Es el Unico caso en que la presencia de cristales es
patognomonica de una patologia concreta (cistinuria). Los
cristales se presentan en orina en forma hexagonal.

La desaparicion de cristaluria en un paciente litidsico es
indicativo de un buen control de la litiasis. Su persistencia es
predictora de recidiva.

e Pruebas de imagen:

En radiografia simple de abdomen podemos observar
imagenes radio-opacas y determinar la situacion, tamafio,
morfologia y nimero de los célculos.

La radio-opacidad es dependiente del volumen y la
composicion del célculo.

Un aspecto intensamente radiopaco indica una composicion
mayoritariamente calcica mientras que os calculos
radiolucidos se encuentran formados por cistina o acido
arico.

En caso de observar una imagen mixta, alternando estratos
opacos y claros, se sospecha de litiasis mixta Grico-calcica

Acido Urico

Oxalato calcico
monohidratado

Cuando la imagen radiogréafica es dudosa o el tamafio es
demasiado pequefio se utilizaran otras técnicas de imagen
como la ecografia, la urografia intravenosa (UIV) y la
tomografia computarizada (TC).

- Ecografia: Es de especial utilidad en caso de
hidronefrosis secundaria al calculo.

- UIV: Confirma la litiasis y permite evaluar la
funcionalidad renal.

- TC: Permite realizar un diagndstico diferencial con
otras situaciones en las que exista obstruccion no
littidsica del tracto urinario.

En caso de dudas en el diagnostico se pueden realizar
técnicas endoscépicas confirmatorias como  uretro-
cistoscopia y nefroscopia que permiten la vision directa de la
via urinaria.

Una vez confirmada la presencia de un calculo urinario
debemos determinar su composicion en el laboratorio. Con
todos los datos obtenidos se procedera al diagnéstico de la
anomalia metabdlica causante.

En funcion de los resultados debemos diferenciar entre
pacientes con un primer episodio de litiasis renal y sin
factores de riesgo o pacientes con litiasis de repeticién y/o
presencia de factores de riesgo.

En caso de tratarse de un primer episodio esta indicado el
andlisis de la composicién del célculo, sedimento urinario,
urocultivo, estudios de imagen y bioquimica en suero y orina.
En los Ultimos afios se ha descrito como parametro a
destacar el cociente calcio/citrato en orina, un resultado
superior a 0,33 conlleva un elevado riesgo de cristalizacion.

En los pacientes con litiasis multiples o presencia de factores
de riesgo para la recurrencia se solicitara, ademas de los
analisis anteriormente mencionados, una evaluacion
metabdlica que incluya paratohormona (PTH) y orina de 24
horas con determinacion de calcio, acido Urico, oxalato,
cistina, citrato y magnesio. Confirmamos que la recogida de
orina es correcta calculando la eliminacion urinaria de
creatinina. El rango normal de este célculo es de 15-25
mg/kg/dia.

Oxalato calcico
dihidratado

Cistina

Fosfato amdnico-magnésico

Figura 1. Representacion de las formas de los principales cristales observados al microscopio. Adaptado de:
Jimenez Garcia JA et al, 2010.
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Estos andlisis se realizaran después de un mes desde el
ltimo evento litiasico.

En casos de hipercalciuria esta indicada la realizacion de
densitometria 6sea de columna y cadera por el importante
compromiso 6seo asociado a esta condicion.

ANALISIS DE LA COMPOSICION DEL CALCULO

A nivel del laboratorio la técnica utilizada de manera mas
frecuente para determinar la composicién del célculo es la
espectroscopia infrarroja (IR).

La espectroscopia IR es un método con una elevada
especificidad para identificar la composicion de célculos
urinarios. Se basa en la interaccion entre la luz infrarroja y
los enlaces covalentes de los compuestos del calculo, dando
lugar a bandas de absorcion especificas en funcién de los
grupos funcionales, representadas en un espectro
electromagnético.

Obtenemos un espectro IR que representa la transmitancia
(%) frente al nimero de onda (cm?). Se identifica el
compuesto mediante un proceso en dos etapas.

En la primera se identifican los grupos funcionales presentes,
examinando la region de frecuencias de grupo que
comprende desde 3600 hasta 1200 cm-2.

La segunda etapa consiste en la comparacion detallada del
espectro desconocido con los espectros de los compuestos
puros que contienen los grupos funcionales anteriormente
detectados. Se utiliza la regién de huella digital, entre 1200 y
500 cm (Figura 2).

Las principales ventajas de esta técnica son la rapidez del
analisis y la especificidad para diferenciar los componentes.

El analisis del calculo debe realizarse en cada expulsion,
independientemente de que ya se conozca la composicion
de célculos anteriores en el paciente.

Otros métodos para realizar el andlisis de la composicion del
célculo urinario son los métodos quimicos, la microscopia
estereoscopica (MEST) y la difraccion de rayos X.

e Métodos quimicos:

Basados en la reactividad de determinados iones presentes
en el célculo con compuestos quimicos, produciendo
reacciones colorimétricas o de precipitacion.

El calculo pulverizado se pone en contacto con diferentes
reactivos y se observa la reaccion final.

El problema principal de este tipo de métodos es su baja
sensibilidad.

e MEST:

Se basa en la observacion mediante microscopia de la
morfologia del calculo completo y de diferentes secciones de
este.

Su principal inconveniente es la necesidad de personal
especializado.

e Difraccion derayos X:

Un haz de rayos X atraviesa la muestra pulverizada
generando un patron de difraccion que sera especifico de
cada componente.

Sus principales inconvenientes son el elevado coste de la
técnica y la necesidad de medidas especiales de seguridad,

TRATAMIENTO

Inicialmente se indican analgésicos potentes y rapidos, por
via parenteral asociados a antiinflamatorios.

Siempre que sea posible se intentard que el célculo se
expulse de manera espontanea, utilizando exclusivamente
medidas farmacologicas. Para ello se administran relajantes
de las vias urinarias (alfabloqueantes como tamsulosina),
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Figura 2. Modelo de espectro infrarrojo. Adaptado de: Denner S et al, 2008.
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Hipercalciuria

Hiperoxaluria

Hiperuricosuria

Hipocitraturia

Hipomagnesuria

Cistinuria

Dieta
normocalcica

Tiazidas

Bisfosfonatos

Dieta normocalcica
sin oxalato
(espinacas, nabos)

Tiazidas

Ejercicio
Reducir proteina
animal y marisco

Bicarbonato

Reducir proteina
animal y sal

Aumentar verduras

Citrato potasico

Magnesio oral

Aumentar liquidos

Dieta
hipoproteinica.

Citrato potasico

Citrato potasico

Citrato potasico Alopurinol

Citrato potasico

D-penicilamina

Tabla 1. Medidas profilacticas especificas para cada alteracién metabdlica. Adaptado de: Jalon Monzén A, 2021.

espasmoliticos y diuréticos, acompafiados de ingesta de
abundante agua.

La combinacién con corticoides puede favorecer la expulsién
espontanea mediante la disminucién del edema local.

En las primeras semanas se produce la expulsién
espontanea del 80% de los calculos situados en el uréter. En
caso de no producirse la expulsion en los primeros dos
meses, seran necesarias otras medidas.

En la medida de lo posible se intentara eliminar el célculo
mediante medidas no invasivas como la litotricia
extracorpdrea con ondas de choque (LEOC) que fragmenta
el célculo de forma que las particulas obtenidas puedan ser
eliminadas por orina.

Como segunda linea se utilizan las técnicas endoscopicas,
entre las que destacan la ureterorenoscopia y la
nefrolitotomia percutdnea minimamente invasiva. Estas
técnicas destruyen el calculo mediante laser o ultrasonidos
aplicados directamente sobre la superficie del célculo.

La cirugia convencional se utiliza en casos muy complejos o
cuando fracasan el resto de los procedimientos.

Tras la expulsion del célculo, es importante proceder al
tratamiento de la patologia causante.

PROFILAXIS

Debido al caracter recurrente de la patologia, ademas de
indicar un tratamiento, se deben establecer medidas
profilacticas.

El paciente litidsico debe someterse a un estudio metabdlico
béasico de orina y sangre y a una evaluacion morfologica y
funcional renal. En los pacientes con elevado riesgo de
recidivas se indicard, ademas, un estudio de orina de 24
horas.

Podemos diferenciar dos tipos de pacientes: aquellos con
episodios de litiasis Unica y los que padecen episodios
litidsicos frecuentes.

En el primer caso el tratamiento profilactico se basa en
medidas generales relacionadas con el estilo de vida. Se
recomienda aumentar la ingesta de liquidos, reducir de la
cantidad de proteina animal y azUcares insaturados y realizar
actividad fisica de manera regular.

Los casos de pacientes con elevada tasa de recidivas se
deben, generalmente, a alteraciones metabolicas. Se realiza
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un estudio y se aplican tratamientos concretos para cada
alteracion (Tabla 1).

CONCLUSIONES

La litiasis renal es una patologia de elevada incidencia y con
una alta tasa de recidivas en paises desarrollados.

La funcion del laboratorio es fundamental para el diagnéstico
de estos pacientes. Por una parte, es necesario realizar una
analitica de sangre y orina en la que se da importancia
principalmente a la bioquimica urinaria, analisis del
sedimento y la cristaluria. Por otra parte, en el laboratorio se
caracterizara la composicion del calculo una vez se produzca
su expulsion.

Las pruebas de laboratorio deben ir siempre acompafiadas
de la historia clinica del paciente, antecedentes y pruebas de
imagen para poder llevar a cabo un diagndstico correcto.

El diagndstico precoz de la litiasis renal es determinante para
reducir las complicaciones, asi como la carga sanitaria
generada.
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LiIQUIDOS SEROSOS

El concepto de liquido seroso agrupa, por presentar
caracteristicas similares, al liquido pleural, liquido ascitico o
peritoneal y liquido pericardico.

Son ultrafiltrados del plasma localizados dentro de cavidades
delimitadas por dos membranas serosas, la parietal (que
recubre la cavidad corporal) y la visceral (situada alrededor
del o6rgano en cuestion). Estas membranas estan
constituidas por una capa de tejido conjuntivo con
abundantes capilares y vasos linfaticos, ademas de una capa
de células mesoteliales. Los liquidos se forman en esta red
capilar mediante un proceso de ultrafiltracion, donde
intervienen las presiones hidrostaticas y coloidosmoticas
tanto del capilar como del intersticio, ademas de la
permeabilidad capilar (Figura 1). Posteriormente se
reabsorbe via linfatica, manteniéndose un volumen
constante gracias a este equilibrio de formacién/reabsorcion.

La funcién de los liquidos serosos es proporcionar
lubricacion y permitir el movimiento de las visceras.

Fisiologicamente, el volumen de liquido seroso contenido en
las cavidades corporales es reducido. Cualquier incremento
se considera patoldgico y es conocido como derrame.

Los derrames se producen como consecuencia de una
alteracion de los mecanismos fisioldgicos responsables de la
formacion o absorcion del liquido seroso, acumulandose en
la cavidad. Entre las causas que lo provocan se encuentran:

- Aumento de la presion hidrostatica, como en casos de
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) o cirrosis
hepética.

FUERZAS QUE DETERMINAN LA FILTRACION EN LOS CAPILARES SANGUINEOS

PRESION HIDROSTATICA CAPILAR

Capilar sanguineo
Intersticio

Plt [t

PRESION HIDROSTATICA DEL LiT PRESION ONCOTICA DEL LIT

PRESION ONCOTICA DEL PLASMA

FILTRACION = (Pc+TTit) - (Ph+TTp)

- Disminucién de la presién coloidosmotica en situaciones
de hipoproteinemia.

- Aumento de la permeabilidad capilar, derivada de
infecciones e inflamaciones.

- Obstruccion del drenaje linfatico, asociado a tumores u
otras etiologias.

Clasicamente, los liquidos biolégicos se han diferenciado,
segun su contenido proteico, en trasudados y exudados.

- Trasudados. Se trata de liquidos no inflamatorios de
causa sistémica, que se originan por aumento de la
presion hidrostatica o disminucién de la presion
coloidosmética. Un derrame de tipo trasudado se
caracteriza por ser de elevado volumen y presentar al
mismo tiempo baja concentracion de proteinas y baja
celularidad (hematies, leucocitos mononucleares y
células mesoteliales). La concentracion de lactato
deshidrogenasa (LDH) se encuentra disminuida y la
glucosa es similar a la plasmatica. No requieren mas
estudios adicionales.

- Exudados. Son liquidos inflamatorios generados por un
aumento en la permeabilidad capilar, debido a
alteraciones que implican directamente a las estructuras
de la superficie de determinadas cavidades corporales:
mesotelio, vasos linfaticos y capilares. Se caracterizan
por una elevada concentracion de proteinas y de LDH.
Ademas, suelen cursar con presencia de células como
hematies, leucocitos mononucleares y
polimorfonucleares, células mesoteliales, pudiendo
aparecer también células tumorales, que consumen la

red de capilares capilar liquido
inlotTﬂciaI

sanguineos linfatico

arteria

vélvulas en el
capilay linfatico

\

Ft

FILTRACION™

Figura 1. Factores que determinan la filtracion en los capilares sanguineos: a favor de la filtracion esté la presion
hidrostatica del capilar y la presion oncética del intersticio; se oponen a la filtracion la presion oncética del plasmay la
presién hidrostética del intersticio. La permeabilidad vascular también influye en la correcta filtracion y la reabsorcion linfatica
es necesaria para mantener un volumen constante. Adaptado de: Merino A, 2017.
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glucosa presente. Requiere un estudio en profundidad
para determinar la etiologia del derrame.

El estudio de los liquidos serosos es similar entre ellos. Un
alto porcentaje de las peticiones, cercano a la totalidad,
incluyen recuento celular, estudio bioquimico 'y
microbiolégico,  pudiéndose  ampliar con  estudio
anatomopatologico y otras determinaciones en funcion de la
sospecha de la etiologia del derrame.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que la muestra
debe recogerse en tubos especificos segun las pruebas a
realizar:

— Recuento celular: recogida en tubo con anticoagulante
EDTA-K3 que conserva la estructura celular, o en un
recipiente sin aditivos”.

— Estudio bioquimico: recoleccion en tubo con

anticoagulante heparina de litio o en recipiente sin
aditivos”.
“Tanto para el recuento celular como para el estudio
bioquimico es preferible emplear tubos con
anticoagulante para evitar la coagulaciéon durante el
envio ya que podria invalidar la muestra.

—  Medicién pH: el contenedor de la muestra debe ser una
jeringa heparinizada, y se debe mantener en todo
momento las condiciones anaerébicas, siendo
necesario el andlisis de la muestra durante la primera
hora tras la obtencion.

— Estudio microbiolégico: es imprescindible la recogida
en un recipiente estéril.

— Estudio anatomopatolégico: recoleccién en recipiente
estéril.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio el estudio
consiste en:

1. Estudio macroscopico: analizando el aspecto del liquido
se puede obtener una sospecha diagndstica.

2. Estudio microscopico.

— Recuento celular. Aunque el método de referencia
para el recuento celular es el recuento manual en
camaras citométricas (Neubauer, Burker o Thoma),
es un método lento, que requiere de personal
cualificado y presenta variabilidad inter-observador,
pudiendo generar errores. Es por ello que la
automatizacién ha ganado cada vez mas terreno, ya
que facilita el proceso, lo estandariza y mejora la
precisiéon. En este caso es estrictamente necesario
asegurar que el equipo realiza recuentos fiables.

— Andlisis citologico. En caso de incongruencias en los
resultados aportados por el analizador, es
imprescindible el estudio al microscopio 6ptico del
liquido, tras citocentrifugacion y tincién, con el fin de
confirmar el recuento diferencial. Ademas, en caso
de sospecha de malignidad, este estudio es
recomendable para ratificar la presencia de células

Figura 2. Células atipicas presentando como caracteristicas: gran basofilia, tamafio celular polimorfo y contorno irregular.

Son multinucleadas, con relacion nucleo/citoplasma alta y frecuente aparicién de mitosis aberrantes. Tendencia a formar

nidos celulares y a constituir sincitio, donde no se distinguen los limites entre células. Frecuentemente presentan grandes
vacuolas o granulos de secrecion. Elaboracion propia.
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atipicas (Figura 2) y sugerir la realizacion de estudios
anatomopatoldgicos.

3. Estudio bioguimico, donde se determinaran parametros
urgentes y otros adicionales.

e Liquido pleural
— Generalidades

La cavidad pleural es el espacio entre dos membranas
serosas, la pleura parietal y la pleura visceral. La pleura es
una membrana serosa de origen mesodérmico que recubre
principalmente los pulmones (pleura visceral), y delimita con
la pared toracica, el diafragma y el mediastino (pleura
parietal).

El liquido pleural (LP) contenido en esta cavidad presenta
una doble funcion: facilitar el movimiento de los pulmones y
evitar el colapso pulmonar, gracias a la presencia de una
presion intrapleural negativa.

En condiciones normales, el volumen de LP oscila entre 1y
10 mL. Todo acimulo se considera patologico, pudiendo
reflejar una enfermedad pleural, pulmonar o extrapulmonar.

A nivel de la cavidad pleural, pueden existir distintas
patologias:

— Neumotorax: presencia de aire.

— Hemotérax: presencia de sangre.

— Hemoneumotorax: presencia de sangre y aire.
—  Empiema pleural: presencia de pus.

— Derrame pleural: presencia de liquido. Una de las
causas mas frecuentes de derrame pleural es la
ICC. Entre los sintomas sugestivos de esta
patologia destacan dolor local, tos seca y disnea.

— Recoleccién de la muestra

El procedimiento de obtencion de la muestra se denomina
toracocentesis, la cual puede realizarse con finalidad
diagnostica para determinar la causa del derrame, o
evacuadora para disminuir la sintomatologia.

— Estudio del liquido pleural

El primer objetivo del abordaje del estudio del LP es la
distincion entre exudado y trasudado. En 1972 el Dr. Light
utilizé como magnitudes bioquimicas las proteinas totales y
LDH en LP y suero, dando lugar a un algoritmo diagnéstico
conocido como criterios de Light, que clasifica correctamente
el 99% de los derrames. Posteriormente se han ido
estudiando otras magnitudes bioquimicas para poder realizar
una clasificacién mas exhaustiva, recogiéndose todos los
parametros en la tabla 1.

En caso de que el derrame sea tipo trasudado, no se
requieren estudios adicionales. Sin embargo, si se trata de
un exudado es necesario investigar la etiologia del derrame.
Este estudio comprenderd el andlisis del aspecto
macroscopico del liquido, el estudio microscopico donde se
realizara recuento celular y, en caso de ser necesario, el
diferencial leucocitario, y la medicién de distintos parametros
bioquimicos.

—  Estudio macroscoépico

El color y turbidez de la muestra puede orientar la sospecha
del derrame.

Fisiolégicamente, el LP es de aspecto claro y amarillo palido.
En caso de turbidez se sospecha de presencia de células o
de lipidos. La presencia de células (leucocitos) se asocia a
infeccién o trastornos sistémicos, como artritis reumatoide.
La turbidez asociada a lipidos hara que el LP tenga
apariencia lechosa, como en casos de quiolotérax o
pseudoquilotérax. Liquidos sanguinolentos pueden ser
consecuencia de un hemotérax o una puncion traumatica.
Otras caracteristicas menos frecuentes pero que se pueden
observar son colores castafios (rupturas abscesos hepaticos
amebianos) o negros (aspergilosis).

— Estudio microscépico

1. Eritrocitos: fisioldgicamente estan ausentes. En casos
de liquidos hemorragicos (>100.000 células/mm?3) es
necesario medir el hematocrito con el fin de discernir si
existe hemotdrax por puncién traumatica. Si el resultado
es superior al 50% es diagndstico de hemotorax, y

TRASUDADO EXUDADO
Proteinas (LP/Suero) <0.5 >0.5
LDH (LP/Suero) <0.6 >0.6

Criterios de
Light

LDH

<% valor superior del IR en suero

>%4 valor superior del IR en suero

Colesterol (LP/Suero) <0.3 >0.3
Colesterol (mg/dL) <45-60 >45-60

Bilirrubina (LP/Suero) <0.6 >0.6
Albumina (diferencia suero - LP) >12 g/L <12 g/L

Tabla 1. Criterios de Light y otras magnitudes bioquimicas utilizadas para la clasificacion del liquido pleural en
trasudado o exudado Adaptado de: Merino A, 2017.
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puede asociarse a neoplasias, traumatismos 0 embolia
pulmonar.

2. Leucocitos. Un LP no patolégico presenta una
concentracion de leucocitos inferior a 250/mm3, con un
predominio de células mononucleares (linfocitos y
macrofagos). Cuando la concentracion se supera, es
aconsejable realizar un recuento diferencial.

La mayoria de los trasudados poseen una concentracion
inferior a 1.000 células/mm3, frente a los exudados
donde es superior a 1.000. En cuanto al recuento
diferencial, un porcentaje de neutréfilos superior al 50%
orienta hacia un proceso agudo, mientras que un
porcentaje de células mononucleadas mayor al 50%
orienta hacia un proceso cronico. La presencia de
eosindfilos se asocia a casos de neumotdrax y
hemotérax, infecciones parasitarias 0 reacciones
alérgicas y su ausencia excluye tuberculosis

— Magnitudes bioquimicas
1. Urgentes

1.1. pH: fisiolégicamente oscila entre 7.60-7.66 por la
acumulacion de bicarbonato. Este parametro es de
utilidad para el diagnostico diferencial de exudados,
donde habitualmente disminuye hasta 7.30-7.45.
Valores por debajo de 7.30 se asocian a
complicaciones de derrames paraneumonicos,
empiemas, tuberculosis, neoplasias, roturas
esofagicas, derrames reumatoideos o hemotoérax.

1.2. LDH: utilizada como criterio de Light, ademas de
reflejar el grado de inflamacion pleural. Valores por
encima de 1000 UI/L se asocian a neumonias de mala
evolucion, tuberculosis o malignidad.

1.3. Glucosa: debido a que es un ultrafiltrado, el LP
presenta valores similares a los de plasma. Valores
inferiores a 60mg/dL son sugestivos de infecciones,
inflamaciones reumatoides, derrame paraneumonico
0 neoplasias.

1.4. Amilasa: un cociente liquido/suero superior a 1
sugiere enfermedad pancreatica, neoplasia o rotura
esofagica.

2. Parametros bioquimicos adicionales

- Adenosina Desaminasa (ADA). esta enzima es
necesaria para la diferenciacion de las células
linfoides e interviene en la maduracion de los
monocitos/macréfagos. Un resultado de ADA superior
a 45 UI/L, junto con un predominio linfocitario, es
sugestivo de tuberculosis y por encima de 70 es
confirmatorio

- Triglicéridos: utiles en el diagnéstico de quilotérax.
Es confirmatorio cuando se encuentran por encima de
110mg/dL o hay presencia de quilomicrones.

- Colesterol: til para la clasificacién de trasudados o
exudados, presentandose por encima de 60mg/dL en
estos Ultimos. Ademas, valores por encima de
200mg/dL se asocian a pseudoquilotérax, junto con
un ratio colesterol/triglicéridos superior a 1, que en

caso de presentar cristales al microscopio es
patognomoénico de enfermedad.

- Marcadores tumorales (CEA, Cal5.3, Cal25,
CYFRAZ21-1). La elevacion de estos marcadores en
suero junto a un ratio liquido/suero superior a 1.2,
orientan hacia malignidad.

- Factor reumatoide: para pleuritis reumatoideas.

e Liquido ascitico o peritoneal
— Generalidades

El peritoneo es la membrana que reviste tanto la cavidad
abdominal como las visceras abdominales.

Para garantizar la correcta lubricacion de la superficie
peritoneal y el movimiento visceral, el peritoneo se encuentra
rodeado de un ultrafiltrado del plasma denominado liquido
ascitico o peritoneal.

Se trata de un liquido estéril, transparente y de color amarillo
claro que presenta una densidad menor de 1.016 mg/dL. La
concentracién de proteinas debe ser inferior a 2.5 g/dL,
siendo albimina en su mayoria, y debe presentar menos de
250 células/mm®, siendo estas mayoritariamente
macroéfagos, linfocitos o células mesoteliales.

La acumulacion de un volumen de liquido ascitico superior a
50 mL en la cavidad abdominal es lo que se conoce como
ascitis y entre las causas que la provocan encontramos
procesos extraperitoneales y enfermedad peritoneal
propiamente dicha.

La ascitis puede ser provocada por distintas causas, entre la
gue destaca la hipertension portal. Esta comprende el
conjunto de signos y sintomas que aparecen como resultado
de una elevacién patologica y continuada de la presion
hidrostatica en la red venosa portal. La hipertensién portal
puede estar provocada por cirrosis hepatica, insuficiencia
hepéatica aguda, hepatitis aguda crénica e insuficiencia
cardiaca, entre otras patologias. Ademas, una disminucién
de albumina en sangre (hipoalbuminemia), provocada por
sindrome nefrético o desnutricion; enfermedades intestinales
y del peritoneo, enfermedades pancreaticas y enfermedades
ginecoldgicas también pueden provocar ascitis.

— Recoleccion de la muestra

El liquido ascitico se extrae mediante un procedimiento
llamado paracentesis abdominal, con finalidad diagnéstica
ylo evacuadora.

— Estudio macroscépico

Resulta de especial interés la observacion macroscépica del
liqguido ya que aporta informacion relevante acerca de la
etiologia del derrame, facilitando la orientaciéon del
diagndstico.

Ante infecciones bacterianas aparecen liquidos turbios vy
purulentos. Liquidos hemorragicos pueden corresponder a
traumatismos, tuberculosis o procesos malignos, mientras
que liquidos verdosos se observan ante contaminacion biliar.
Liguidos lechosos o quilosos se deben al aumento de
triglicéridos y quilomicrones, respectivamente, causados por
traumatismos o bloqueo de los vasos linfaticos.
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— Estudio microscépico

1. Eritrocitos: fisiolégicamente ausentes. En caso de
liquidos hemorragicos, concentraciones de hematies por
encima de 100.000 células/mm3, son indicativos de
lesiones por traumatismos cerrados (en paracentesis
abdominal es poco frecuente que la puncion sea
traumética). Si la concentracion de hematies es superior
a 20.000 célulass/mm3, pero inferior a 100.000
células/mma3, puede tratarse de una ascitis neoplasica o
un carcinoma peritoneal.

2. Leucocitos: fisiolégicamente presenta una
concentracion de leucocitos inferior a 250 células/mmé,
con predominio mononuclear (linfocitos y macréfagos).
Si la concentracion de leucocitos se ve aumentada, es
necesario realizar un recuento diferencial para conocer
el predominio de poblaciones leucocitarias. Si
predominan neutréfilos, se podra sospechar de
peritonitis bacteriana espontanea, mientras que, si el
predominio es linfocitario, la etiologia del derrame podria
ser tuberculosa o por carcinomatosis peritoneal

— Magnitudes bioquimicas
1. Urgentes

1.1. Albdmina: el gradiente de albdmina suero-liquido,
también conocido como GASA ([Albumina]sérica-
[Albumina]liquido ascitico), es util para conocer la
etiologia del derrame vya que correlaciona
adecuadamente con la presencia de hipertension
portal. Valores elevados de gradiente (>1’1 g/dL)
aparecen en liquidos no inflamatorios o trasudados.
Por el contrario, los exudados o liquidos inflamatorios
presentan valores disminuidos de gradiente (<1’09
g/dL).

1.2. pH: oscila entre 7’35y 7'59, siendo significativamente
mas bajo en ascitis de etiologia infecciosa.

1.3. Proteinas totales: resultan de especial utilidad para
realizar un diagndstico diferencial entre peritonitis
bacteriana espontdnea y perforacion intestinal.
Niveles superiores a 3 g/dL son indicativos de
exudados, mientras que niveles inferiores a 3 g/dL
corresponden a trasudados

1.4. Glucosa: presenta valores similares al suero.
Concentraciones  disminuidas  orientan  hacia
peritonitis  bacteriana  espontanea,  peritonitis
tuberculosa, perforacion intestinal y neoplasias,
donde la glucosa se consume por una concentraciéon
celular elevada.

1.5. LDH: para el estudio de LDH se debe tener en cuenta
el ratio LDHiiquido/LDHsuero siendo los cocientes
mayores de 1 indicativos de infeccion grave o
neoplasia.

1.6. Amilasa: también se tiene en cuenta el ratio
amilasaiiquido/amilasasuvero. Valores inferiores a 1
orientan hacia ascitis cirrética no complicada mientras
que valores superiores a 5, son indicativos de ascitis
pancreatica.
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2. Parametros bioquimicos adicionales:

2.1. Creatinina y urea: se determinan de forma conjunta
ante sospecha de extravasacion de orina a la cavidad
peritoneal o para descartar puncién vesical en la
paracentesis abdominal.

2.2. Colesterol: la presencia de colesterol en liquido
ascitico suele orientar a un derrame de tipo
pseudoquiloso.

2.3. Triglicéridos: la presencia de triglicéridos en liquido
ascitico orienta a un derrame de tipo quiloso (ascitis
quilosa) cuando la concentracién de triglicéridos en
liquido ascitico es superior a 200 mg/dL y la ratio
triglicéridosiiquido/triglicéridossuero €s mayor a 1.

2.4. Adenosina deaminasa (ADA): valores de ADA
superiores a 35 U/L son indicativos de peritonitis
tuberculosa.

2.5. Marcadores tumorales: la medicion de distintos
marcadores tumorales en liquido ascitico tales como
CEA, CA 125 o CYFRA 21-1 aportan informacion
diagnostica de los derrames de origen maligno,
cuando se encuentran elevados y el ratio
liquido/suero es superior a 1.2.

e Liquido pericardico
— Generalidades

El pericardio constituye las membranas fibrosas que rodean
completamente al corazon. El pericardio visceral se
encuentra en contacto con el epicardio y el pericardio parietal
separa al corazon del resto de 6rganos mediastinicos. El
espacio entre estas membranas contiene el liquido
pericardico que actla como lubricante en la contraccion
cardiaca.

La acumulacion de liquido pericardico es lo que se conoce
como derrame pericardico. Puede ser consecuencia de
distintas alteraciones vasculares como disecciéon de aorta,
trastornos metabdlicos como hipotiroidismo o uremia,
enfermedades  autoinmunes, infecciones viricas o
bacterianas, neoplasias y traumatismos.

— Recolecciéon de muestra

El liquido pericardico se extrae mediante un procedimiento
denominado pericardiocentesis, cuyo objetivo es su estudio
para conocer la etiologia de un derrame pericardico.

—  Estudio macroscoépico

Fisiolégicamente, el liquido pericardico debe presentar un
aspecto claro y un color amarillo palido.

En procesos malignos o infecciones es comin encontrar un
liquido pericérdico turbio. La presencia de sangre es habitual
en procesos malignos. Ante liquidos macroscépicamente
heméticos, es necesario descartar que se haya puncionado
el miocardio de forma accidental. Por ultimo, el aspecto
lechoso puede deberse a derrames quilosos o
pseudoquilosos.
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— Estudio microscépico

1. Eritrocitos: fisiolégicamente ausentes. La presencia de
hematies en liquido pericardico sugiere un sangrado
como etiologia del derrame. Ademas, si el liquido es
hemorragico, es necesario medir el hematocrito para
descartar puncion del miocardio (en este caso, el
hematocrito del liquido es similar al de la sangre
periférica).

2. Leucocitos: fisiologicamente debe presentar una
concentracion de leucocitos inferior a 250 células/mm3,
con predominio mononuclear (linfocitos y macréfagos).
Ante la sospecha de infeccion bacteriana es importante
conocer la concentracion de leucocitos, siendo una
concentracion mayor de 1.000 leucocitos/mm3 con
predominio de polimorfonucleares, sugestivo de
endocarditis bacteriana.

— Magnitudes bioquimicas
1. Urgentes

1.1. Glucosa: al igual que en el resto de liquidos serosos,
esta debe interpretarse junto con la glucosa sérica.
Niveles de glucosa por debajo de 35 mg/dL suelen
asociarse a pericarditis bacteriana, pericarditis
tuberculosa, artritis reumatoide y neoplasias.

1.2. Proteinas: la determinacion de la concentracion
proteica en liquido pericardico es de utilidad para la
clasificacion del liquido en trasudado o exudado
siguiendo los criterios de Light.

1.3. pH: en trasudados el pH suele ser similar al pH
fisiologico, viéndose disminuido en derrames tipo
exudados.

1.4. LDH: datil como marcador de inflamacion. Valores
elevados de LDH orientan hacia un derrame tipo
exudado.

2. Parametros bioquimicos adicionales:

2.6. ADA: una concentracion de adenosin deaminasa >40
UI/L es util para confirmar un derrame tuberculoso.

2.7. CEA: util para diagnosticar derrames de etiologia
neoplasica.

LIQUIDO SINOVIAL
e Generalidades

El liquido sinovial es un fluido transparente y viscoso
localizado en las cavidades articulares. Es un ultrafiltrado del
plasma rico en acido hialurénico, producido por los
sinoviocitos, siendo este mucopolisacéarido el que le confiere
la viscosidad caracteristica, facilitando la lubricacion de las
articulaciones y actuando como medio nutricional del
cartilago.

En condiciones fisioldgicas, todas las articulaciones méviles
(diartroidales) contienen una pequefia cantidad de liquido
sinovial. La acumulacién de éste es lo que se conoce como
derrame articular y puede ser ocasionado por distintos
trastornos entre los que se encuentran la artritis reumatoide,
la artritis infecciosa, la gota, la artrosis o los traumatismos.

El estudio del liquido sinovial permite conocer la etiologia de
la inflamacién articular o artritis.

e Recolecciéon de muestra

El procedimiento de obtencion de liquido sinovial se conoce
como artrocentesis 0 puncion articular y su finalidad puede
ser diagnostica, para conocer la causa del derrame, o
evacuadora, con el fin de disminuir la sintomatologia.

e Estudio macroscopico

Una articulacion normal debe albergar un volumen de liquido
sinovial inferior a 3,5 mL. Este ha de ser claro e incoloro o
amarillo pdlido. La viscosidad tiene que ser alta, siendo
capaz de formar un filamento de entre 4 y 6 cm de largo.
Disminuciones en la viscosidad pueden indicar situaciones
inflamatorias, debido a que los neutrdéfilos liberan enzimas
digestivas como la hialuronidasa.

e Estudio microscépico
— Estudio citoldgico

El liquido sinovial no debe presentar hematies ni mas de 200
leucocitos/mm3.  Una celularidad mayor a 50.000
leucocitos/mm? con predominio polimorfonuclear es tipica de
infeccion articular o artritis séptica. Los derrames sinoviales
causados por agentes mecanicos, como traumatismos, no
suelen presentar mas de 3.000 leucocitos/mm?3, siendo el
porcentaje de polimorfonucleares inferior al 25%.

— Estudio de cristales

Segln la sospecha clinica, en ocasiones puede resultar
necesario valorar la presencia de microcristales. Los cristales
en liquido sinovial pueden aparecer como consecuencia de
distintos trastornos metabdlicos, por una disminucion de la
excrecion renal de sustancias que se acumulan en sangre y
gue pueden cristalizar, por degeneracion del cartilago y
hueso articular o por inyecciones de medicamentos, como
corticoesteroides, en la articulacion.

Los cristales se identifican en funcién de la morfologia y de
la birrefringencia. La morfologia puede estudiarse
empleando un microscopio Optico, pero para valorar la
birrefringencia es necesario el empleo de un microscopio de
luz polarizada.

Se pueden encontrar distintos tipos de cristales en liquido
sinovial:

1. Urato monosddico: presentan forma de agujas y una
alta birrefringencia. Suelen aparecer tanto de forma
extracelular como intracelular en el interior de
neutrofilos. Aparecen en el 90% de los casos agudos de
gota.

2. Pirofosfato calcico: presentan forma alargada o
romboidal y es tipico de los ataques de pseudogota. Es
comun encontrarlos en el interior celular, en concreto
dentro de las vacuolas de los neutrdfilos.

3. Corticosteroides: muestran forma de placas planas con
formas desiguales. Es comdn que aparezcan en liquido
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sinovial de pacientes a los que se le ha infiltrado este
farmaco intraarticularmente. Pueden persistir un mes
tras la inyeccion.

e Magnitudes bioquimicas
Urgentes

1. Glucosa: la concentracion fisioldgica de glucosa en
liquido sinovial oscila entre 3,5 y 5,3 mmoliL,
viéndose disminuida en casos de sepsis o de liquido
inflamatorio.

2. Proteinas: a diferencia de los liquidos serosos, en
el estudio de liquido sinovial no se emplea la
concentracion de proteinas totales para diferenciar
entre liquidos inflamatorios de no inflamatorios.
Fisiol6gicamente, la concentracion debe ser inferior
a 30 g/L, elevandose en el caso de liquidos
sépticos, infamatorios y heméticos.

3. LDH: la concentraciéon de LDH aumenta en liquidos
sinoviales sépticos, inflamatorios y heméticos.

Pardmetros bioquimicos adicionales

1. Acido drico: la medicién de &cido Grico en liquido
sinovial resulta de utilidad para confirmar el
diagnostico de gota cuando no se puede demostrar
la presencia de cristales.

2. Complemento: una disminucion de un 30% del
complemento con respecto a la concentracion
plasmatica es indicativo de sinovitis virica o artritis
reumatoide.

3. R2-microglobulina: aumentada en  artritis

reumatoide.
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LA PANDEMIA DE COVID-19

La pandemia ocasionada por la COVID-19 ha supuesto una
emergencia sanitaria, social y econdmica a nivel global.

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)?,
los casos confirmados de COVID-19 en todo el mundo,
acumulados hasta el 18 de octubre de 2021, superan los 240
millones, y las muertes, los 4 millones.

Esta enfermedad, causada por el nuevo coronavirus SARS-
COV-2 (Sindrome respiratorio agudo grave), se transmite por
las vias aéreas a través del contacto con pequefias gotas
respiratorias y aerosoles, y presenta un periodo de
incubacién de entre 4 y 5 dias antes de la aparicion de los
sintomas. Estos sintomas van desde tos seca, fiebre y
dificultad para respirar, hasta sintomas gastrointestinales,
neurolégicos o musculares?®. La mayoria de los pacientes
presentan sintomas leves, sin embargo, algunos pueden
desarrollar un fallo respiratorio grave que requiere su ingreso
en UCI y uso de ventilacibn mecanica; asi como fallo
multiorganico®.

La gran variedad de sintomas, muchos de ellos
inespecificos, asi como la existencia de casos asintomaticos,
hace esencial el desarrollo de técnicas de diagnostico que
permitan identificar de forma inequivoca la COVID-19 en
estados tempranos®.

El diagnéstico actual se basa en los signos clinicos, analisis
de sangre, radiologia y analisis molecular e inmunoldgico. De
todos ellos, la reaccién en cadena de la polimerasa con
retrotranscipcion en tiempo real (RT-PCR) es el método gold
standard. Sin embargo, existen distintos factores que pueden
afectar a su sensibilidad, como el tipo de muestra y el
momento de su recogida. Asi mismo, es de gran importancia
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tener en cuenta la posibilidad de obtener falsos negativos con
este método cuando la carga viral es muy baja3.

Por otra parte, la deteccion temprana de pacientes COVID-
19 con un peor pronéstico es esencial para reducir la
mortalidad y optimizar los recursos médicos. Es por eso por
lo que la busqueda de recursos pronoésticos se ha convertido
en una prioridad en esta pandemia.

RESPUESTA INMUNE FRENTE AL SARS-COV-2

El virus SARS-COV-2 reconoce la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2), que actla como su receptor para
adherirse y entrar en las células, especialmente en las del
epitelio respiratorio®. Esta union se realiza a través de la
proteina de espicula del virus, y depende de la serin proteasa
transmembrana serina 2 o TMPRSS2, que posibilita la fusién
de la envoltura viral y la membrana celular. Esto permite la
entrada del RNA viral en la célula huésped para su traduccion
y replicacion’8

La respuesta inmune en pacientes con COVID-19 es mas
compleja a medida que la enfermedad evoluciona a formas
mas graves, y consta de la respuesta innata y la adaptativa’
(Figura 1).

e Respuestainmune innata

Se desencadena cuando el virus es reconocido por
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs) en las
células diana, principalmente los neumocitos. Al infectarse
las células epiteliales, el virus puede inducir la lisis de las
células como parte de su ciclo de replicacion, dafiando el
epitelio. Los macrofagos y células dendriticas son activados,
comenzando a liberar citoquinas proinflamatorias vy
quimioquinas. Ese aumento de citoquinas proinflamatorias
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Figura 1. Efecto del SARS-COV-2 sobre la funcion endotelial, sistema de coagulacion y trombosis. Adaptado de: Perico
et al, 2020.
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desemboca en un reclutamiento de leucocitos, estimulando
la respuesta adaptativa y la inflamaciéon local en los
pulmones.

e Respuestainmune adaptativa

En este punto se produce infiltracién vascular de linfocitos
CD8+, CD4+ y NK. La fagocitosis de células infectadas y la
presentacion de antigenos activa los linfocitos CD8+; y tanto
los linfocitos CD8+ como NK pueden mostrar actividad
citotéxica e inducir la apoptosis de las células infectadas. Por
otra parte, los linfocitos CD4+ median la progresion de
células B como células plasmaticas productoras de
anticuerpos.

En la mayoria de los pacientes, esta respuesta conjunta es
suficiente para erradicar la infeccién y la enfermedad se
manifiesta con sintomatologia leve o moderada.

Sin embargo, en otros casos el sistema inmune se desregula
dando lugar a formas mas graves de la enfermedad,
especialmente en pacientes que presentan comorbilidades®.

e Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA)

La elevada mortalidad de Ila COVID-19 se debe
principalmente al resultado de un sindrome de distrés
respiratorio agudo, que se manifiesta con fallo respiratorio
hipoxémico y aparicion de opacidades bilaterales alveolares
en radiografias de térax®.

Se caracteriza por una inflamacion persistente que aumenta
el dafio epitelial, la permeabilidad de las células de capilares
endoteliales y la filtracion vascular en los pulmones (Figura
1). El dafio endotelial da lugar a una desregulacion de la
hemostasia, a la unién masiva de plaquetas, trombosis y
coagulacion intravascular diseminada. Ademas, se presenta
linfopenia y una desregulacion de las subpoblaciones
leucocitarias, ambas condiciones asociadas a peor
prondstico”1°, Al reducirse la actividad citotdxica, se produce
mayor liberacién del virus, lo que lleva a un aumento de la
actividad de macréfagos y neutréfilos, con una
sobreproduccién de citoquinas. Este proceso conocido como
“tormenta de citoquinas” favorece el circulo vicioso de dafio
vascular, coagulacion y trombosis por la degradacion del
glicocalix endotelial. La infiltracion de neutréfilos produce
mediadores histotdxicos, como las especies reactivas de
oxigeno (ROS)¥%!1, Ademas, la union del virus a ACE2 da
lugar a una desregulacion del sistema renina-angiotensina,
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que puede provocar vasoconstriccion y contribuir al estrés
oxidativo e hiperinflamacion?2.

La relacion entre coagulacion e inflamacién ha sido
ampliamente descrita y se sabe que los mediadores de
inflamacion participan en la coagulacion, de la misma forma
que el sistema de coagulacion participa en la inflamacion. De
hecho, la COVID-19 se ha asociado a mayor riesgo de
trombos, estado hipercoagulable y trombocitopenials.
Ademas, la activacién de las vias de coagulacion también
puede contribuir a la hiperproduccion de citoquinas!®.

En este contexto, cabe destacar la importancia del sistema
activador de plasminégeno (PA), un sistema enzimatico
proteolitico extracelular, cuya funcién principal es la
activacion de plasmindgeno a plasmina, que produce la
degradacion de la fibrina.

SISTEMA ACTIVADOR DE PLASMINOGENO

La activacién de plasmindgeno se realiza a través de dos
tipos de activadores tipo serin proteasa, tPA (activador tisular
de plasmindgeno) y uPA (activador de plasmindgeno tipo
uroquinasa). Estos dos activadores se encuentran regulados
principalmente por los inhibidores del activador de
plasminégeno PAls (PAI-1 y PAI-2). Por otro lado, los
principales inhibidores de la plasmina son la 02-
macroglobulina y a2-antiplasmina.

Aunque ambos activadores dan lugar a la activacion del
plasmindgeno, uPA participa principalmente en degradacion
tisular, mientras que el tPA lo hace en fibrinolisis, pues su
principal cofactor es la fibrina.

El sistema activador de plasmindégeno no tiene solamente
funcioén fibrinolitica, sin que también participa en numerosos
procesos fisiologicos y patolégicos, especialmente en el que
esta mediado por uPA (Figura 2). La forma inactiva de uPA
es generada por distintos tipos celulares y convertida a su
forma activa por la propia plasmina, entre otros. Un
componente esencial para este sistema es el receptor del
activador de plasminégeno tipo uroquinasa (UPAR). Este
receptor se encuentra en la membrana de numerosos tipos
celulares, como linfocitos T activados, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliales y de masculo liso,
megacariocitos o células tumorales?®.

PAI-1
PAI-2

uPA

f—

®@ uPAR

Figura 2. Sistema activador de plasminégeno mediado por uPA. Elaboracion propia.

44



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

La union de uPA a su receptor inicia una cascada proteolitica
gue se concentra en la superficie celular y, mediante la
activacion del plasminégeno a plasmina, da lugar al
aclaramiento de fibrina y la remodelacién de la matriz
extracelular.

También ha sido descrita la implicacion del sistema uPA-
uPAR en migracién, adhesion y proliferacion celular 167,
activacion de factores de crecimiento, infiltracion de
neutrofilos,  proliferacion y  remodelacién tisular?®,
polimerizacion de actina, quimiotaxis de monocitos,
angiogénesis, embriogénesis, respuesta inflamatoria,
regulacion de la respuesta celular mediante la activacion de
vias de sefializacién intracelulares y se han documentado
interacciones con el complemento, que participa tanto en la
respuesta innata como adaptativa. En procesos patologicos,
destaca su implicacion en cancer, pues su capacidad
proteolitica favorece el avance de las células tumorales que
lo expresan?®,

BIOMARCADORES EN COVID-19

La identificacién de biomarcadores séricos que permitan
estratificar a los pacientes que acuden a los servicios de
urgencias y optimizar los recursos sanitarios, asi como la
asociacion entre los distintos biomarcadores sanguineos y la
evolucion de la enfermedad en pacientes afectados por
COVID-19 ha sido un objetivo perseguido por los Servicios
de Laboratorio durante esta pandemia.

Numerosos estudios han evaluado diferentes biomarcadores
especificos asociados a un mal prondstico de COVID-19.
Entre ellos, destacan una disminucién de los recuentos de
linfocitos y plaquetas, y un aumento de ferritina, PCR, CK,
PCT, LDH, ALT, AST y creatinina®®2%,

También se ha estudiado que varios parametros
relacionados con la hemostasia primaria, coagulacion y
fibrindlisis se encuentran alterados en algunos pacientes, y
se ha relacionado con mayor gravedad de la infeccion. Por
ejemplo, en un estudio de Tang et al. 22, en el que se
analizaron los parametros de coagulacién de 183 pacientes
con COVID-19 durante 14 dias, obtuvieron que los no
supervivientes presentaban valores mas altos de dimero Dy
FDP (productos de degradacién del plasminégeno), asi como
mayor tiempo de protrombina en la admisién, y menor
fibrinbgeno y antitrombina en etapas avanzadas de la
hospitalizacién.

e Reactantes de fase aguda

Los reactantes de fase aguda son marcadores de
inflamaciéon que muestran cambios significativos en suero y
plasma durante numerosas condiciones, como la infeccién,
inflamacion, cirugia, traumas, quemaduras o cancer®.
Pueden ser positivos 0 negativos, segun aumenten o
disminuyan durante la inflamacion:

Entre los reactantes de fase aguda positivos mejor
caracterizados se encuentran la procalcitonina, proteina C
reactiva (PCR), ferritina, LDH, fibrindgeno, hepcidina y
amiloide A sérico, haptoglobina, angiotensindgeno, alfa-1-
antitripsina y vitronectina.

Por otra parte, los principales reactantes de fase aguda
negativos son la albumina, prealbimina, transferrina,
proteina de unidn a retinol y antitrombina.

Uno de los reactantes de fase aguda positivos mas sensibles
es la PCR, que mide de forma directa la actividad
inflamatoria. Sus niveles empiezan a incrementarse a partir
de las 4-6 horas desde el dafio, alcanzando su maximo a las
24-48h. Ayuda a promover la fagocitosis y la respuesta
inmune innata, y activa el complemento. Se usa como
marcador de infeccibn activa y sus niveles se han
correlacionado previamente con virus que afectan al tracto
respiratorio, al igual que ocurre con otros reactantes de fase
aguda?*.

Por su parte, la ferritina, una proteina que almacena hierro
en forma biodisponible, aumenta durante diferentes procesos
inflamatorios, aunque su funciébn ambivalente, como
inductora la expresién de moléculas proinflamatorias y como
inmunomoduladora, hace que su papel en la inflamacién no
esté claro.

La LDH se encuentra en las células de la mayoria de los
tejidos, y se libera al torrente sanguineo ante dafio tisular; es
uno de los biomarcadores que se encuentra habitualmente
elevado al ingreso de pacientes COVID-19.

En el caso de la albumina, los niveles bajos se han asociado
a una mayor severidad en la infeccion pulmonar por COVID-
19.

e Receptor soluble del activador de plasminégeno
tipo uroquinasa (SuPAR)

Durante las ultimas décadas, el uso de este biomarcador se
haincrementado en el pronéstico de la gravedad y mortalidad
en diversas patologias.

- Estructura

El receptor soluble del activador de plasmindégeno tipo
uroquinasa (suPAR) fue descrito por primera vez en 1991 por
Ploug et al %, Se trata de la forma soluble de uPAR (receptor
del activador de plasminégeno tipo uroquinasa), una
glicoproteina codificada por el gen PLAUR (OMIM 173391),
situado en el cromosoma 19. Estd compuesta por 283
residuos de aminoacidos y anclada a la membrana celular
mediante un anclaje carboxil-terminal glicofosfatidilinositol
(GPI). Consta de tres dominios tipo Lys 6/uPAR/ alfa-
neurotoxina (LU) denominados comunmente D1, D2y D3 de
alrededor de 90 aminoéacidos cada uno, siendo el D3 el que
se une al anclaje GPI'728 (Figura 3).

Los tres dominios se unen entre si por secuencias flexibles,
y el estudio estructural de la proteina ha revelado que la
region entre D1 y D2 es més flexible que la regién entre D2
y D37 siendo una diana proteolitica de varias proteasas
como el propio ligando uPA, la plasmina, la quimiotripsina, la
elastasa y varias metaloproteasas.

El principal sitio de unién de uPA se encuentra en el D1, sin
embargo, hay sitios de unién secundarios en el resto de los
dominios, que indican que se necesita la proteina completa
para una unién de alta afinidad?”.

uPA se une al receptor a través de su fragmento amino-
terminal tipo factor de crecimiento ATF. En la region de unién
uPA-uPAR se forma una cavidad con interacciones
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Figura 3. Estructura y formas de suPAR. Elaboracion propia.

hidrofébicas que favorecen su alta afinidad?®. uPAR y suPAR
presentan diferencias estructurales, siendo la principal la
falta del anclaje GPI en suPAR. Se ha demostrado que la
escision del anclaje-GPI altera la estructura de la proteina y
la accesibilidad a la region de union entre D1 y D2D3 se
encuentra alterada en el soluble. Al igual que uPAR, SuPAR
es diana de varias proteasas, dando lugar a diferentes
formas de este receptor?®.

1. SuPAR (D1-D3)

Es el receptor completo sin el anclaje GPI, resultado del
receptor uPAR que ha sido escindido de la membrana. Se ha
comprobado que mantiene su capacidad de unir uPA. Sin
embargo, aunque mantiene la misma estructura que uPAR,
en el caso del receptor soluble, uPA no realiza proteolisis en
la region de union entre D1 y D2D3. Esto sugiere la funcion
scavenger de suPAR.

2. suPAR (D2D3)

Es el receptor sin el dominio de unién a uPA. Por tanto, no
puede unirse con alta afinidad y su funcién no es la misma
que la del receptor completo soluble. Se cree que la regién
SRSRY que queda expuesta tras ser escindido el receptor,
tiene accion quimiotactica y promueve rutas de sefializacion
intracelular.

3. suPAR (D1)

Es el resultado de la escisién de la proteina, y no parece
tener una funcion clara. A pesar de ser el dominio de unién a
uPA, por si solo tiene una muy baja afinidad, sugiriendo su
accion inefectiva como scavenger.

- Importancia clinica

suPAR ha sido detectado en sangre, plasma, suero, orina y
fluido cerebroespinal, liquido ascitico y pleural. Aunque su
relacion con la inflamacién esta ampliamente documentada,
aun no se conoce del todo la verdadera funcién biolégica de
este receptor. Como se ha mencionado anteriormente,
algunos estudios sugieren que suPAR (D1-D3) puede actuar
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inhibiendo uPAR/uPA mediante su competicion por el
ligando, y que suPAR (D2D3), al escindirse, tiene funcion
quimiotactica y por tanto participa en la respuesta inmune.
También se han descrito su posible implicacion en migracion
celular, proliferacién, supervivencia, progresién tumoral®s.

Los niveles de suPAR en sangre son estables, sin
variaciones diurnas o tras la ingesta, y se ha correlacionado
positivamente con otros biomarcadores proinflamatorios
como el factor alfa de necrosis tumoral, la PCR o el recuento
de leucocitos?®. Sin embargo, aumenta y disminuye mas
lentamente que otros biomarcadores, como la PCR. En la
poblaciéon general, los niveles plasmaticos de suPAR en
individuos sanos son de 2-3 ng/ml, de 3-4 ng/ml en los
servicios de urgencias y 9-10 ng/ml en pacientes criticos.
Estos niveles se incrementan con la edad y estan
relacionados con los habitos de vida y factores de riesgo,
como el cardiovascular. La mala alimentacion o el
sedentarismo pueden aumentar sus valores, aunque el factor
que mas influye es el tabaquismo.

Niveles altos de suPAR se han asociado a una activacion del
sistema inflamatorio e inmune y se asocian a un peor
prondstico. Se ha empleado para identificar grupos de riesgo,
siendo un biomarcador inespecifico, til tanto para predecir
la aparicion de enfermedad como el curso de ésta, su
gravedad y riesgo de fallecimiento. Aunque tiene un pobre
valor diagndstico, ha demostrado ser de gran utilidad
prondstica en diversas patologias, como el cancer o
enfermedad cardiovasculares?®2°,

- Uso en COVID-19

Varios estudios han mostrado que suPAR es un biomarcador
prondstico muy prometedor para predecir los casos graves
de COVID-19 que pueden evolucionar a SDRA y fallo
multiorganico, y que puede ser empleado para estratificar a
los pacientes en grupos de riesgo.
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Se ha demostrado que los niveles de suPAR al ingreso sirven
como un indicador temprano del riesgo de desarrollar fallo
respiratorio.

Aun es mucha la informacién que queda por conocer sobre
SuPAR y su mecanismo de accion, pero sin duda se trata de
un biomarcador prondstico prometedor para predecir el curso
de la enfermedad COVID-19 y otras patologias.
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INTRODUCCION

La enfermedad cardiovascular (ECV) se define como el
conjunto de desdrdenes del corazén y los vasos sanguineos,
entre las que se encuentran:

- La cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos
sanguineos que irrigan el mdsculo cardiaco.

- Las enfermedades cerebrovasculares:
enfermedades de los vasos sanguineos gue irrigan
el cerebro.

- Las arteriopatias periféricas: enfermedades de los
vasos sanguineos que irrigan los miembros
superiores e inferiores.

La ECV supone un problema de salud publica a nivel mundial
pues, a pesar de la gran cantidad de recursos diagnésticos y
terapéuticos que consume, continia siendo la primera causa
de mortalidad en todo el mundo.

La mayoria de las ECV pueden prevenirse actuando sobre
factores de riesgo. Sin embargo, el 80% de las muertes
producidas por esta enfermedad tienen lugar en paises con
ingresos medios y bajos principalmente porque no pueden
beneficiarse de los programas de prevencion.

e Aterosclerosis

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico que se
caracteriza por el engrosamiento de la capa intima y media
de las arterias con pérdida de elasticidad. Su lesién basica
es la placa de ateroma. Se trata de una patologia que
comienza a edades tempranas, aunque su manifestacion
clinica suele darse a edades avanzadas en forma de
episodios cardiovasculares agudos. Esta patologia se
complica mediante la fisura, erosion o rotura de la placa de
ateroma y la formacion de un trombo en su superficie. La
ateroesclerosis es la causa subyacente mas frecuente de
ECV.

El proceso de formacién de placas de ateroma o proceso
aterogénico requiere que en el organismo coexistan dos
fendmenos independientes, que mas adelante confluiran: el
deposito de lipidos y un estado proinflamatorio (Figura 1).

e Por un Ilado, elevadas concentraciones de
lipoproteinas LDL circulantes, cargadas de
colesterol, se depositan en el endotelio y lo
atraviesan hasta llegar a la capa intima arterial.

e Por otro lado, factores que inducen la inflamacion
favorecen que los monocitos sanguineos sean
atraidos por quimiocinas y atraviesen el endotelio
mediante diapédesis.

Una vez dentro, tanto las LDL como las células, sufren
modificaciones.

Las lipoproteinas se oxidan, dando lugar a la aparicién de
LDL oxidadas, particulas pequefias y densas que tienden a
agregarse y poseen propiedades proinflamatorias. Las LDL
oxidadas favorecen la diferenciacion de monocitos hacia
macroéfagos.

Los macro6fagos captan LDL modificadas y se transforman en
células espumosas que se van acumulando y liberan
citoquinas y metaloproteasas, que degradan la pared arterial.

Las células musculares lisas (CML) de la capa media arterial,
activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados en
las lesiones, se transforman a un fenotipo sintético, migran a
la intima (atraidas por las citoquinas liberadas por las células
espumosas) y proliferan contribuyendo a la evolucion de las
lesiones.

A medida que la inflamacién empeora y la capacidad de las
células fagociticas para eliminar los desechos apoptéticos y
necréticos se ve comprometida, se forma un nucleo
necroético. Conforme va aumentando la inflamacién dentro de
la placa, aumenta el riesgo de que se produzcan eventos
cardiovasculares secundarios al debilitamiento y pérdida de
integridad de la estructura de la misma. Esto aumenta la
probabilidad de ruptura repentina de la placa con la
formacion subsiguiente de trombo, obstruccion de la luz
arterial y apariciéon de eventos cardiovasculares.
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Figura 1. Esquema del proceso aterosclerético. Adaptado de
:Dominguez-Amorocho O, 2008.

e Riesgo cardiovascular

El riesgo cardiovascular (RCV) es la probabilidad que tiene
un individuo de sufrir una enfermedad cardiovascular dentro
de un determinado plazo de tiempo. Debido a que gran parte
de los eventos cardiovasculares son prevenibles, el calculo
del RCV es la mejor estrategia actual para el abordaje de
dichas enfermedades. Para ello, se realiza un célculo basado
en ecuaciones que punttan los diferentes factores de riesgo,
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con el objetivo principal de clasificar a los pacientes segun el
riesgo y realizar seguimiento de los mismos. Actualmente, el
calculo inicial del RCV se realiza utilizando las tablas de RCV
gue se basan en los factores de riesgo clasicos que se
estructuran en modificables y no modificables y son
ampliamente conocidos (Tabla 1).

= Edad
Hombres = 45 afios
Mujeres = 55 afios
= Sexo masculino y mujer
postmenopausia
=  Antecedente personal de
ECV No
= Antecedente de ECV modificables
prematura en familiar 1
grado
Factores de - Hombres < 55
Riesgo afnos
Mayores Mujeres < 65
arfios

=  Hipertension arterial

= Diabetes

= Dislipemia (c-LDL alto
y/o c-HDL bajo)

= Tabaquismo

= ERC etapa 3b-5 y/o
albuminuria
moderada/severa

persistente Modificables

Condicionantes

=  Obesidad (IMC 2
30Kg/m?)

Obesidad abdominal (CC
2 90cm en hombres y 2
80cm en mujeres)

= Triglicéridos = 150 mg/dL
=  Sedentarismo

Factores de .
Riesgo

Tabla 1. Factores de RCV clasicos estructurados en

modificables y no modificables. Elaboracion propia.

Sin embargo, con los factores de riesgo clasicos sigue sin
detectarse precozmente a una parte de la poblacién que
desarrolla finalmente ECV prematura. La necesidad de
mejorar la precision de los modelos convencionales de
prediccion del riesgo es particularmente importante entre los
pacientes con riesgo intermedio. Este grupo, a menudo esta
formado por personas con riesgo cardiovascular identificado
de manera imprecisa, para quienes las decisiones de
tratamiento suelen ser inciertas. Debido a esto, en los Gltimos
afos, se han dedicado importantes esfuerzos para encontrar
nuevas magnitudes bioquimicas con mayor capacidad
predictiva y mejorar la prevencion de la ECV. Son los
llamados factores de riesgo emergentes (Tabla 2).

El valor afiadido de estas magnitudes reside en la
modificacion de la clasificacion del riesgo cardiovascular, de
modo que, si la concentracién de dos de estas magnitudes
bioquimicas es superior al valor discriminante, se considera
que el nivel de riesgo estimado debe aumentarse una
categoria sobre el obtenido con los factores de riesgo
convencionales.
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FACTORES DE RIESGO EMERGENTES

FR emergentes Nuevos FR
consolidados emergentes
Lipoproteina (a) Lp-PLA2
Homocisteina Cistatina C
PCR-hs HDL disfuncional
Factores genéticos PTX3

Calcium-Score

Tabla 2. Factores de riesgo emergentes. Adaptado de:
Gomez JA, 2010.

PCR ULTRASENSIBLE (PCR-hs)

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina que se sintetiza
en los hepatocitos en respuesta al estimulo de la interleukina
6 (IL-6) favorecido por la interleukina 1 (IL-1). Esta formada
por cinco subunidades idénticas no glicosiladas y unidas por
enlaces no covalentes. La PCR forma parte de la subfamilia
de pentraxinas cortas y es un miembro caracteristico de las
proteinas de “fase aguda”, cuya sintesis aumenta en los
procesos inflamatorios. Ante un dafio o agresion tisular su
concentracion se eleva rapidamente (a veces hasta 100
veces su concentracion normal) alcanzando un pico maximo
a las 24-48 horas y posteriormente se mantiene o decrece
segun la evolucién clinica del paciente.

Las formas biolégicamente activas de la PCR son: la
estructura pentamérica (p-PCR) o nativa y la isoforma
monomeérica, formada como resultado de un proceso de
disociacién de la p-PCR.

En los Servicios de Urgencias, la PCR se utiliza para
diferenciar respuesta inflamatoria sistémica, sepsis o shock
séptico. Los intervalos de referencia establecidos son:

—  Sujetos sanos: <5 mg/L

— Inflamaciones leves o infecciones virales: 10-50
mg/L

— Inflamaciones agudas o infecciones bacterianas:
50-200 mg/L

Sin embargo, ademas de su papel como reactante de fase
aguda, se ha demostrado que la PCR es un potente predictor
de ECV dada su implicacion en el proceso aterosclerotico.

e Funciones bioldgicas

Para entender como influye la PCR en el proceso
ateroscler6tico, hay que conocer sus funciones bioldgicas,
gue son:

- Activacién del complemento: participa en la activacion
y el dafo tisular mediado por el complemento. Tiene
afinidad de union por residuos de fosfatidilcolina y al
unirse a estos ligandos, activa el complemento por la via
clasica.

- Actividad fagocitica: debido a sus caracteristicas de
unién al ligando forma parte de la inmunidad natural
funcionando como opsonina en el proceso de
fagocitosis.

- Expresion de moléculas de adhesion: eVCAM-1,
ICAM-1 y de selectina-E.
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- Aumenta la secrecion de la
guimioatractante del monocito-1 (MCP-1).

proteina

e PCRYy aterosclerosis

El papel de la PCR en el inicio y progresion de la
aterosclerosis todavia no se ha esclarecido con detalle. Se
ha demostrado que participa directa e indirectamente en
numerosas acciones proaterogénicas en el subendotelio
vascular, contribuyendo directamente a la generacion de un
endotelio disfuncional y al reclutamiento de macréfagos y de
otros leucocitos en la capa intima arterial. Todo ello ocurre
gracias a una serie de mecanismos relacionado con sus
funciones biolégicas (Figura 2). Cuando la PCR se une al
LDL oxidado (éste que presenta residuos de fosfatidilcolina)
se produce la activacion del complemento y favorece su
fagocitosis dando lugar a células espumosas. Ademas,
produce una disminucion significativa de la produccion de
oxido nitrico mediante la reduccion de la estabilidad de la
enzima oxido nitrico sintetasa, una enzima critica para la
integridad de las células endoteliales. Por otro lado, genera
una sobreexpresion de las moléculas de adhesion ICAM-1y
de VCAM-1 manteniendo un ambiente proinflamatorio.
Finalmente, la sobreexpresiéon de MCP-1 promueve la
quimiotaxis y la adherencia del monocito a la célula endotelial
y la liberacion de especies reactivas de oxigeno.

De todo ello podemos afirmar, que la PCR no puede
considerarse a priori como una causa directa de
aterogénesis, sino mas bien como un biomarcador de una
situacion fisiopatolégica que ademas es favorable al
desarrollo de la misma.
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Figura 2. Esquema de la participacion de la PCR en la aparicion

de un endotelio disfuncional y al reclutamiento de macréfagos.
Adaptado de: Gonzalez Hernandez A, 2014.

e Consideraciones parala medida de PCR-hs

Para establecer una estratificacion adecuada del riesgo
cardiovascular a partir de los niveles de PCR, es necesario
poder medir cambios significativos a concentraciones de
entre 0,5 y 3,5 mg/L, y los métodos convencionales no
disponen de la suficiente sensibilidad analitica para ello.

A partir de esta necesidad, surgen métodos ultrasensibles
(PCR-hs) que si cumplen con la sensibilidad descrita.

Los valores discriminantes y su interpretacion para la
concentracion de PCR-hs, de los que se dispone
actualmente estan recogidos en la Tabla 3.

Concentracion
PCR-hs

Interpretacion

<1 mg/L Riesgo Cardiovascular Bajo
1-3 mg/L Riesgo Cardiovascular Medio
>3 mg/L Riesgo Cardiovascular Alto

Tabla 3. Valores discriminantes y su interpretacion para la
concentracion de PCR-hs. Adaptado de: Dominguez-
Amorocho O, 2008.

Si la concentracién de PCR-hs esta comprendida entre 3 y
10 mg/L, debe considerarse aumentar la categoria de RCV
obtenida con los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales. Sin embargo, si el resultado fuese superior a
10 mg/L, debe descartarse la existencia de un proceso
inflamatorio sistémico que no permita evaluar el proceso
inflamatorio cardiovascular.

Para la interpretacion del resultado de la medida de PCR-hs
hay que tener en cuenta algunos factores: la concentracién
de PCR-hs puede aumentar si se realiza ejercicio muy
intenso, en fumadores con elevado consumo de cigarrillos y
su elevacion se ha relacionado con un indice de masa
corporal alto. Por otro lado, el consumo moderado de alcohol
esté asociado a concentraciones més bajas de PCR-hs y la
administracion de estatinas disminuye las concentraciones
en suero entre un 15-20%.

e Utilidad de la PCR-hs

Existe evidencia de que la concentracion aumentada de
PCR-hs es un factor de riesgo cardiovascular independiente
de los factores tradicionales y se ha demostrado que tiene un
poder predictivo de futuros eventos cardiovasculares mas
potente que la concentracion en suero de colesterol LDL. Los
estudios de Danesh J. et al ! y Ridker PM. et al 2 muestran
que la PCR-hs puede predecir riesgo cardiovascular elevado
en pacientes con concentraciones de colesterol LDL
inferiores al valor discriminante para el desarrollo de un
primer evento cardiovascular.

El valor afiadido de esta magnitud reside en la modificacion
de la clasificacion del RCV. La ultima guia del National
Cholesterol Education Program (NCEP)® considera que, para
los individuos que no estén en ninguno de los 4 grupos de
tratamiento con estatinas, pero sobre los que se tengan
dudas de iniciar un tratamiento hipolipemiante, es necesario
considerar otros factores de riesgo no tradicionales de cara
a decidir comenzar un tratamiento con estatinas. Uno de
ellos, es la concentracion de PCR-hs. En este caso, si la
concentracién es superior a 2 mg/L, puede considerarse
suficiente como para tomar una decisién de tratamiento.

A pesar de la evidencia cientifica de la utilidad de la medida
de la concentracion de PCR-hs para la evaluacion del riesgo
cardiovascular, no existen recomendaciones unanimes de
sociedades internacionales para su determinacion en
prevencién primaria, debido posiblemente a la falta de
estandarizacién de los procedimientos de medida, asi como
a su elevada variabilidad intra e interindividual. También hay
gue mencionar algunos puntos débiles, como la multiplicidad
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de factores de confusion, la falta de especificidad, falta de
estrategias terapéuticas especificas y elevado coste de su
medida respecto a los factores de riesgo tradicionales.

e Recomendaciones generales

No se recomienda realizar la medicién de la concentracién
de PCR-hs como método de cribado para la identificacién del
riesgo cardiovascular en la poblacion general sino para la
evaluacion del riesgo cardiovascular en los casos de
prevencién secundaria, riesgo cardiovascular intermedio y
alto, asi como en atencién primaria sélo si existen dudas
sobre el inicio de tratamiento hipolipemiante.

Cuando la concentracion de PCR-hs sea superior a 3 mg/L e
inferior a 10 mg/L se recomienda: repetir la medida de la
concentracion de PCR-hs a las dos semanas, intensificar el
control sobre los factores de riesgo modificables de ECV,
valorar la iniciacién o la intensificacion de un tratamiento para
disminuir la concentracion de colesterol de LDL y aumentar
la categoria de riesgo cardiovascular estimado con los
factores de riesgo tradicionales.

FOSFOLIPASA A2 ASOCIADA A LIPOPROTEINA

Otro marcador emergente de RCV es la fosfolipasa A2
asociada a lipoproteina (Lp-PLA2). Se trata de un
biomarcador especifico de inflamacion vascular sintetizado
por los macrofagos que realiza su funcion bioldgica en la
intima arterial y proporciona informacién sobre la inflamacion
y estabilidad de la placa aterosclerética. Los niveles elevados
de Lp-PLA2 en suero son indicativos de placas propensas a
la rotura ya que esta enzima se localiza en mayor
concentracion en aquellas placas con nucleo necrético y no
se encuentra en las placas en su estado inicial. Es un fuerte

predictor independiente de riesgo cardiovascular.
e Lp-PLA2Yy aterosclerosis

En cuanto a la relacion de Lp-PLA2 con el proceso de
aterosclerosis, la Lp-PLA2 hidroliza fosfolipidos en particulas

Concretamente, hidroliza el enlace éster central (sn-2) de los
fosfolipidos, lo que produce acidos grasos oxidados vy
lisofosfatidilcolina (lysoPC), una molécula con una variedad
de efectos potencialmente aterogénicos, incluida la
guimioatraccién de monocitos, aumento de la expresion de
moléculas de adhesion e inhibicion de produccién de 6xido
nitrico endotelial. De esta manera, se produce un aumento
del reclutamiento de monocitos a la intima, donde se
diferencian para convertirse en macréfagos y, finalmente, en
células espumosas, mientras que al mismo tiempo producen
més Lp-PLA2 de forma local dando lugar a un circulo vicioso
(Figura 3).

e Consideraciones parala medida de Lp-PLA2

No se recomienda medir Lp-PLA2 en pacientes con bajo
riesgo de enfermedad cardiovascular (un factor de riesgo o
menos).

Los pacientes con dos o mas factores de riesgo (puntuacion
de riesgo de Framingham a 10 afios: 10-20%) son candidatos
optimos para la deteccion de este parametro.

El punto de corte consenso de Lp-PLA2 para la reasignacion
del riesgo cardiovascular es 200 ng/mL.

Si el nivel sérico de esta enzima es inferior a 200
ng/mL, el nivel de riesgo del paciente no requiere
ningun ajuste adicional.

Si el nivel sérico de Lp-PLA2 es superior a 200
ng/mL, el paciente debe ser reasignado a un
estadio de alto riesgo. En el caso de pacientes
clasificados como de alto riesgo, los objetivos de
concentracién de colesterol-LDL y colesterol no
HDL son inferiores a 100 mg/dL y 130 mg/dL
respectivamente.

Entre los pacientes de alto riesgo (cardiopatia coronaria
establecida, diabetes mellitus, aneurisma de la aorta
abdominal, enfermedad vascular periférica, enfermedad de
la arteria carétida sintomatica o una puntuacién de riesgo de
Framingham a 10 afios> 20%), se puede considerar la
posibilidad de matizar ain mas la estimacion del riesgo con
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Figura 3. Esquema de la participacion de Lp-PLA2 en el proceso aterosclerético. Adaptado de: Steen DL y O’'Donoghue ML,
2013.
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Figura 4. Esquema de expresion de la forma secretada de Apo J. Adaptado de: Rohne P, 2015.

la medida de Lp-PLA2. Si su determinacion en el suero del
paciente es superior a 200 ng/mL, entonces el paciente
puede ser reclasificado como de muy alto riesgo. En el caso
de pacientes clasificados como de muy alto riesgo, los
objetivos de concentracién de colesterol-LDL y colesterol no
HDL son inferiores a 70 mg/dL y 100 mg/dL respectivamente.

e Utilidad de Lp-PLA2

Como ya se ha comentado, Lp-PLA2 es un marcador
especifico de inflamacién vascular y refleja la presencia de
placas propensas a romperse. En contraste con la PCR-hs,
la Lp-PLA2 tiene alta especificidad y baja variabilidad
bioloégica. Este marcador podria satisfacer la importante
necesidad clinica de determinar la presencia de una placa de
ateroma propensa a romperse ya que mas de dos tercios de
los infartos de miocardio ocurren en individuos con menos
del 50% de estenosis en angiografia coronaria.

A pesar de que los estudios realizados y resultados
obtenidos son prometedores, se requiere mas investigacion
para establecer Lp-PLA2 como objetivo terapéutico. Se ha
demostrado que los medicamentos tradicionales para reducir
los lipidos como las estatinas, los fibratos, la niacina y el
aceite de pescado omega-3 reducen significativamente las
concentraciones plasmaticas de Lp-PLA2. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el que estos compuestos
reducen la concentracion de esta enzima, ya que, la
reduccion del colesterol LDL circulante al que se asocia en
gran medida la Lp-PLA2, no explica completamente su
disminucion.

CLUSTERINA O APO J

El siguiente marcador, Apo J, no es un marcador de riesgo
cardiovascular per se, pero esta presente en el proceso
ateroscler6tico y tiene potencial como marcador para ayudar
a frenar su avance/evolucion.

Deben distinguirse dos formas de clusterina con dos
funciones diferentes e incluso antagdénicas. La clusterina
nuclear (nCLU), es una proteina truncada de 55 kDa que se
genera a partir de un proceso de splicing alternativo, ubicado
en el nucleo de las células y cuya funcién es el control de la
expresion de proteinas a través de la interaccion con factores
de transcripcion. Por otro lado, la clusterina secretada, es un
heterodimero altamente glicosilado de 80 kDa que es
secretado por las células y, por lo tanto, se encuentra
principalmente en los liquidos extracelulares. La expresion
de la forma secretada (sCLU o Apo J) aumenta durante
diversos procesos de estrés fisioldgico y patoldgico y tiene
actividad de chaperona. La clusterina nuclear esta
relacionada con procesos de apoptosis mientras que la
secretada se relaciona con mecanismos de supervivencia.

La Apo J (clusterina secretada) es una chaperona
extracelular que se une de forma no covalente a proteinas
mal plegadas para prevenir la agregacion de proteinas tanto
amorfas como amiloides. La expresion de Apo J aumenta
durante diversas situaciones fisioldgicas y patoldgicas, ya
que forma parte de un sistema de control de calidad contra
el plegamiento de proteinas. Se ha relacionado con varios
procesos patoldgicos como el cancer, diabetes, Alzheimer,
insuficiencia renal y enfermedad cardiovascular. Pero
también esta involucrada en mecanismos fisioldgicos como
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transporte de lipidos, reorganizacion de microtabulos,
regulacion del complemento, etc.

e Relacién de APO J con las lipoproteinas

La apolipoproteina B (Apo B) es el componente estructural
principal de LDL, constituyendo mas del 99% del contenido
de proteina en el LDL nativo, sin embargo, hay que destacar
la presencia de proteinas no Apo B en LDL.

Mientras LDL estd en circulaciéon, otras proteinas
plasmaticas intercambiables se asocian temporalmente con
estas particulas. Los estudios protedmicos de LDL han
demostrado un nimero cada vez mayor de proteinas que no
solo incluye apolipoproteinas y enzimas involucradas en el
metabolismo de las lipoproteinas, sino también, proteinas
relacionadas con la coagulacion, inflamacién, inmunidad y el
sistema del complemento. Ademas, se ha visto como el
contenido de estas proteinas minoritarias aumenta en las
LDL pequefias y densas y las LDL oxidadas. Finalmente,
otras proteinas podrian aparecer como una respuesta
fisiolégica para prevenir modificaciones aterogénicas del
LDL. Este podria ser el caso de Apo J cuyo contenido
aumenta especialmente en el LDL oxidado.

e APO Jy aterosclerosis

La mayoria de los estudios de Apo J se centraron
inicialmente en las lipoproteinas HDL porque se pensaba que
la Apo J solo estaba presente en esta lipoproteina.

La funcion de Apo J en HDL se relaciona con la estabilizacion
de Apo A-1, paraoxonasa 1y otras proteinas contribuyendo
a mantener su actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antiapoptotica. Los estudios en humanos son escasos, pero
algunos como el de Hoofnagle AN. et al 4 han mostrado que
existe una disminucién del contenido de Apo J en las HDL de
sujetos con alto riesgo cardiovascular, asi como en pacientes
con diabetes, obesidad, hiperlipemia o enfermedad de las
arterias coronarias. Ademas, se ha demostrado que la
disminucion de Apo J en las HDL de pacientes con
enfermedad de las arterias coronarias promueve la pérdida
de su capacidad antiapoptética.

La primera evidencia de la relacion de Apo J con la
aterosclerosis, fue su sobreexpresiébn en lesiones
ateroscleroticas en comparacion con arterias sanas. Los
estudios protedmicos recientes que analizan el contenido
proteico de LDL y VLDL han detectado la presencia de Apo
J en estas lipoproteinas. Aunque el contenido de Apo J en
HDL es de 10 a 20 veces mayor que en LDL o VLDL, su
funcion cuando se une a lipoproteinas que contienen Apo B
no debe subestimarse.

Considerando el papel de la Apo J en la prevencion del
plegamiento incorrecto y la agregacion de proteinas, y
teniendo en cuenta que la agregacion de LDL es un evento
clave que favorece la uni6on de las lipoproteinas a los
proteoglicanos de la pared arterial en el espacio
subendotelial, se puede deducir facilmente que la Apo J
podria tener un efecto directo efecto sobre la aterogenicidad
de LDL.

A su vez, los analisis protedmicos revelaron de 10 a 20 veces
mas de contenido de Apo J en el LDL oxidado que en el LDL
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nativo. Las anomalias estructurales presentes en el LDL
oxidado, incluida la agregacion de particulas y el plegamiento
incorrecto de Apo B, probablemente estén relacionadas con
el aumento del contenido de Apo J. En el estudio de
Martinez-Bujidos M. et al® se evalu6 si la asociacion entre
LDL oxidado y Apo J se debia simplemente a la exposicion
de dominios hidrofébicos en agregados LDL o si Apo J
jugaba un papel activo en la prevencion de la agregacién de
LDL. En el estudio, del LDL total se eliminaron las particulas
gue contenian Apo J. Curiosamente, aunque la Apo J estaba
presente en menos del 0,3% de las particulas de LDL, su
agotamiento dio como resultado una mayor susceptibilidad a
la agregaciéon inducida por varios mecanismos
independientes:  lipdlisis, protedlisis y  agregaciéon
espontanea. A su vez, la adicion de Apo J exdégena a LDL
hizo que estas particulas fueran mas resistentes a la
agregacion.

Un aspecto que aun no se ha estudiado es la posibilidad de
gue la union de Apo J a LDL agregadas podria facilitar su
eliminacion de la sangre o del espacio extracelular. Aunque
existe cierta controversia con respecto al reconocimiento de
Apo J por el receptor LRP1, se sabe que Apo J interactia
con algunos miembros de la familia de receptores de LDL,
incluida la megalina (LRP2), el receptor 2 de Apo E y el
receptor de VLDL.

El contenido de proteinas menores en LDL podria tener un
papel mas importante en el desarrollo de la aterosclerosis de
lo esperado por sus bajas concentraciones. Segun su funcién
en otras enfermedades, como el Alzheimer, Apo J podria
tener un efecto relevante en el control de la agregacion de
LDL, un paso inicial critico en la aterogénesis. Ademas,
también podria prevenir los efectos citotoxicos mediados por
LDL modificadas en el espacio subendotelial.

Estas observaciones abren la posibilidad de desarrollar
herramientas terapéuticas basadas en Apo J disefiadas para
ralentizar la progresion de la aterosclerosis. En este
contexto, los péptidos miméticos derivados de Apo J se han
utiizado con éxito para prevenir el desarrollo de
aterosclerosis en modelos animales.

CONCLUSIONES

A pesar de los programas de prevencion de RCV existentes,
la ECV sigue siendo un grave problema de salud a nivel
mundial. Como hemos visto, con los factores de riesgo
clasicos, sigue sin detectarse precozmente a una parte de la
poblacién que desarrolla finalmente ECV prematura. Debido
a ello es importante seguir buscando nuevas magnitudes
bioldgicas que ayuden a realizar una mejor prediccion del
riego.

En cuanto a los 3 biomarcadores comentados a lo largo del
capitulo, podemos resumir su utilidad de la siguiente manera:

e PCR-hs: estratificacion adecuada de RCV en
pacientes con riesgo intermedio.

e Lp-PLA2: deteccibn de pacientes con placa
propensa a romperse.

e APO J:. posible marcador protector contra el
proceso aterosclerotico.
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PRINCIPIOS GENERALES DE FARMACOCINETICA
CLINICA

La farmacocinética es la ciencia que estudia la evolucion de
los farmacos y sus metabolitos en el organismo, asi como la
evolucién de la respuesta farmacoldgica.

Dentro de esta, la farmacocinética clinica se centra en el
control individualizado del tratamiento para cada paciente,
destacando entre sus principales funciones la
individualizacion de la posologia y la deteccion de respuestas
andmalas al tratamiento (por incumplimiento, problemas de
biodisponibilidad, errores de medicacion, interacciones,
efectos farmacogenéticos, etc.).

e Serie LADME

Las distintas etapas que sigue el farmaco a través del
organismo se conocen bajo las siglas LADME. En cada una
de ellas hay distintos parametros farmacocinéticos que las
definen y que nos van a permitir predecir los niveles
plasmaticos o corregir la posologia.

Las primeras etapas son la liberacién y la absorcién, que
estan definidas por la biodisponibilidad (fraccion de farmaco
que llega de forma inalterada a la circulacion sistémica).

La siguiente etapa es la distribucion del farmaco por todo el
organismo y especialmente hasta su lugar de accion, y viene
determinada por el volumen de distribucion (relacion entre la
cantidad de farmaco presente en el organismo y su
concentracion).

Finalmente se produce la eliminacion del farmaco. La
eliminacion comprende a su vez las etapas de metabolismo
y excrecion que se pueden medir mediante la semivida
(tiempo necesario para que la concentracion de farmaco se
reduzca a la mitad) y el aclaramiento. Este Ultimo es el
volumen de sangre depurado de farmaco por unidad de
tiempo y nos indica la capacidad del organismo para eliminar
el farmaco.

e Interacciones farmacocinéticas entre farmacos

Hay que tener en cuenta que en cada una de estas etapas
que sigue el farmaco hay muchos factores condicionantes e
interacciones farmacocinéticas con otras sustancias que
pueden modificarlas:

- Laabsorcién y la biodisponibilidad pueden ser menores
de lo normal por la presencia de sustancias que
modifican el pH alterando la solubilidad o que compiten
por los transportadores que permiten el paso a través de
las membranas biolégicas.

- En la distribucion hay que tener en cuenta que muchos
farmacos (por ejemplo antiepilépticos como el acido
valproico y la fenitoina o los AINE) presentan una
elevada union a proteinas plasmaticas como la albumina
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o la alfal-glicoproteina acida, siendo solo la fraccion de
farmaco libre la que ejerce los efectos terapéuticos. Esto
es importante en patologias en las que disminuye la
albumina o al ser desplazados por moléculas con mayor
afinidad, porque provocaran grandes aumentos en la
concentracién de farmaco libre y la toxicidad.

- En cuanto al metabolismo, las enzimas hepaticas del
citocromo P450 se van a caracterizar por una amplia
variabilidad interindividual debido a la existencia de
distintos polimorfismos genéticos en su actividad y
también porque presentan multiples interacciones por
fenémenos de induccion e inhibicion metabdlica.

- Finalmente, en la excrecion pueden darse interacciones
por modificaciones del pH o fenémenos de competicion
con los transportadores presentes en la nefrona.

El metabolismo es la etapa en la que se van a producir las
interacciones farmacocinéticas mas importantes:

- La induccién enzimatica es un fenébmeno por el cual
determinadas sustancias van a estimular la sintesis de
algunas enzimas hepaticas, lo que supone un aumento
de la capacidad metabdlica y la disminucion de las
concentraciones de los farmacos metabolizados por
esta via. Como consecuencia, su eficacia se reducira y
sera necesario administrar mayores dosis.

Algunos ejemplos de inductores son antiepilépticos
como la carbamazepina, la fenitoina y el fenobarbital; el
tabaco, la ingesta crénica de alcohol, el hipérico o la
rifampicina.

- Del mismo modo, otras sustancias pueden inhibir la
actividad de las enzimas hepaticas (de determinados
citocromos) reduciendo el metabolismo y aumentando
las concentraciones de farmaco con la consiguiente
posible toxicidad.

Destacan entre ellas los azoles, el zumo de pomelo, la
ingesta aguda de alcohol, el valproato, la eritromicina o
el omeprazol.

LA MONITORIZACION DE FARMACOS Y SU UTILIDAD
CLINICA

La monitorizacion de farmacos es un proceso que permite
optimizar los tratamientos farmacol6gicos en los pacientes
mediante el empleo de las concentraciones plasmaticas de
farmacos combinadas con criterios farmacocinéticos y
farmacodinamicos.

Se basa en la existencia de diferencias interindividuales en
las caracteristicas farmacocinéticas de los farmacos y su
principal objetivo es la individualizacién posolégica,
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reduciendo la toxicidad sin comprometer la eficacia o
viceversa.

Hay que tener en cuenta que la monitorizacion de los
farmacos no esta siempre justificada, sino que deben darse
una serie de caracteristicas para que tenga utilidad clinica:

- Relacion conocida entre las concentraciones
plasmaticas del farmaco y la intensidad y duracion de los
efectos, tanto terapéuticos como toxicos. De hecho, la
monitorizacion estara especialmente justificada cuando
haya una mala relacién entre la dosis administrada y
concentraciones alcanzadas y buena relacion entre la
concentracion y la respuesta terapéutica.

- Farmacos con margen terapéutico estrecho, en los que
las concentraciones toxicas y terapéuticas se
encuentran muy cercanas y es necesario ajustar muy
bien la dosis para conseguir efectos terapéuticos sin
producir toxicidad.

- Farmacos con amplia variabilidad interindividual en su
perfil farmacocinético y en los que por tanto, las
concentraciones alcanzadas con la administracion de
una misma dosis variaran mucho de unos pacientes a
otros.

- Situaciones en las que hay dificultad para valorar la
eficacia o toxicidad del farmaco mediante criterios
clinicos. Esto sucede por ejemplo con farmacos
profilacticos  (anticonvulsivos, antiasmaticos...), o
cuando los sintomas de la intoxicacion por el farmaco
pueden confundirse con los sintomas de la enfermedad
gue se esta intentando tratar (arritmias por digoxina,
convulsiones con antiepilépticos, etc.). En el resto de
farmacos, en los que si se pueden usar datos clinicos,
estos seran méas adecuados para optimizar la terapia
que los datos de concentracién plasmatica, y no sera
necesario monitorizar los niveles plasmaticos.

- Ademas de todo esto, también es necesario que exista
disponibilidad de una técnica analitica adecuada para
poder realizar las determinaciones.

La monitorizacion suele estar indicada para: controlar las
concentraciones plasmaticas al iniciar el tratamiento o tras
cambios en la dosis, en casos en los que encontramos falta
de respuesta o aparicion de efectos adversos con las dosis
habituales, situaciones de falta de adherencia al tratamiento
o sospecha de sobredosificacion, sospecha de interacciones,
0 en pacientes con caracteristicas fisiopatoldgicas que
afecten a los parametros farmacocinéticos o que presentan
variantes genéticas que afectan al metabolismo.

MONITORIZACION DE FARMACOS EN POBLACIONES
ESPECIALES

Existen multiples factores fisiopatolégicos que pueden
modificar la cinética de los farmacos, y es muy importante
tenerlos en cuenta puesto que en estos pacientes habra que
ajustar la posologia de los tratamientos y la monitorizacion
va a ser de gran utilidad.

e Factores fisiolégicos
- Edad

Nos encontramos con dos grupos de poblacién a tener
en cuenta:

1. Poblaciéon pediatrica: el principal problema que
presentan estos pacientes es la gran variabilidad en la
cinética de los farmacos entre las distintas edades
debido a la maduracién de los sistemas fisioldgicos. Los
nifios recién nacidos presentan una mayor proporcion de
agua corporal total y menor union a proteinas
plasmaticas como la albimina. Ademas, la capacidad de
las enzimas hepaticas y la funcion renal estan
inmaduras. Sin embargo, segun van madurando los
sistemas enzimaticos durante la infancia, aumentara la
capacidad metabdlica, pasando a ser mayor incluso que
la de los adultos.

2. Poblacién geriatrica: este grupo se va a caracterizar
por presentar distintas patologias que alteran los
parametros cinéticos unido a que suelen ser pacientes
polimedicados con mayor probabilidad de presentar
interacciones medicamentosas. Ademas,
independientemente de sus patologias, van a presentar
una disminucion en la eliminacion hepética y renal, por
lo que generalmente las dosis iniciales que se emplean
deben ser menores. Por dltimo, también hay que tener
en cuenta que se trata de pacientes que suelen ser mas
sensibles a los efectos de la medicacion, tanto
terapéuticos como adversos.

- Gestacién

Durante esta etapa también se modifica la cinética de
los farmacos, ya que hay un aumento del peso corporal
total (y por tanto del volumen de distribucién) y menor
concentracion de proteinas plasmaticas como la
albimina. Ademas, hay un aumento de la filtracion
glomerular con un mayor aclaramiento renal y cambios
en la actividad de distintas enzimas hepaticas.

e Factores patologicos

Dentro de este grupo destacan las situaciones de
insuficiencia hepatica e insuficiencia renal, ya que en estos
pacientes es importante realizar ajustes en las dosis para
evitar efectos toxicos como consecuencia de la disminucion
en el aclaramiento de los farmacos. En los casos de
insuficiencia renal, este ajuste habitualmente se lleva a cabo
tomando como base el filtrado glomerular, ya que es un
parametro que presenta una gran correlacién con el
aclaramiento de creatinina y es mas facil de obtener.

Por otro lado, la pérdida de proteinas como la albimina o la
deficiencia en su produccién dara lugar a mayores
concentraciones de farmaco libre en plasma y habra riesgo
de toxicidad aunque las concentraciones de farmaco total
estén dentro del rango terapéutico.

En los casos de insuficiencia cardiaca, debido a la
disminucion del gasto cardiaco, el flujo sanguineo se
redistribuye hacia 6rganos principales como el corazén y el
SNC, observandose mayores concentraciones en estos
tejidos y pudiendo aparecer efectos secundarios en ellos con
mayor facilidad.
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Ademas, por este mismo motivo, la perfusion renal y hepatica
disminuye, lo que dara lugar a una menor eliminacién. Todo
esto habra que tenerlo en cuenta a la hora de pautar las dosis
de algunos farmacos, que deberan reducirse para evitar
efectos toxicos.

MUESTRAS Y METODOS UTILIZADOS

Segun el medicamento a monitorizar habra cambios en el
ndmero y tipo de muestras necesarias, el tiempo de muestreo
o la técnica analitica empleada.

e Tiempo de muestreo

En el proceso de monitorizacion de farmacos es muy
importante seleccionar un tiempo de muestreo adecuado ya
que, de lo contrario, se podrian realizar interpretaciones
erréneas que den lugar a falta de eficacia o toxicidad.

En los tratamientos a largo plazo, las sucesivas
administraciones del farmaco hacen que las concentraciones
en el organismo vayan aumentando de forma progresiva, ya
gue las nuevas dosis se administran cuando todavia no se
han eliminado completamente las anteriores.

En el momento en el que las velocidades de incorporacion y
eliminacion se igualan, se alcanza lo que se conoce como
estado de equilibrio estacionario, en el que las
concentraciones permanecen constantes y fluctuando entre
un valor maximo y un minimo (Figura 1).
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas y estado de
equilibrio estacionario. Adaptado de: Calvo MV et al, 2002.

Estas concentraciones dependeran de la dosis y del
aclaramiento del farmaco en el organismo, sin embargo, el
tiempo necesario para alcanzar este estado va a depender
Unicamente de la semivida del farmaco (5-7 semividas) y hay
gue tenerlo en cuenta cuando se inicia un nuevo tratamiento
y tras cualquier modificacion del régimen posoldgico, ya que
habra que esperar a que se alcance un nuevo estado de
equilibrio.

En base a lo anterior, la toma de muestras para la
monitorizacién debe realizarse una vez alcanzado el estado
de equilibrio estacionario y, dentro de este, en el momento
para el cual esté definido el margen terapéutico y la
correlacion con la respuesta.
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Lo mas recomendable en la mayoria de las ocasiones suele
ser tomar la muestra en la concentracion minima o valle,
justo antes de la siguiente dosis, ya que por ejemplo en el
caso de la administracion oral puede asumirse que el
farmaco se ha absorbido y distribuido completamente y
ademas permite saber que se mantienen las
concentraciones terapéuticas durante todo el intervalo
posolégico.

Pero en algunos casos (por ejemplo para evitar efectos
téxicos con los aminoglucdsidos o la vancomicina), pueden
emplearse también las concentraciones pico o0 maximas, que
deberan tomarse después de que se haya alcanzado el
equilibrio de distribucién, es decir, una vez que el farmaco se
ha distribuido por el organismo y ha alcanzado su lugar de
accion.

Generalmente se mide la concentracion de farmaco total
(libre y unido a proteinas). Aun asi, en los farmacos con
elevada union a proteinas plasmaticas, puede ser necesario
monitorizar las concentraciones de farmaco libre en aquellas
situaciones en las que se producen interacciones y
fenémenos de desplazamiento de la unién a proteinas dado
el riesgo de toxicidad. Un ejemplo seria los antiepilépticos
como la fenitoina o el acido valproico.

Ademas, es importante tener en cuenta que en ocasiones los
farmacos dan lugar a metabolitos activos que participan en
los efectos farmacologicos e incluso en la toxicidad y que
puede ser necesario determinarlos, como sucede en el caso
de los antidepresivos ftriciclicos y antiepilépticos como la
carbamazepina.

e Muestras empleadas

En cuanto a las muestras utlizadas, se emplean
normalmente muestras de suero o plasma, cuyas
concentraciones se considera que se encuentran en
equilibrio con el lugar de accién del farmaco.

En ocasiones, como en el caso de los inmunosupresores
tacrolimus y ciclosporina, el farmaco penetra en alto
porcentaje en el interior de los eritrocitos, lo que hace que se
emplee sangre total anticoagulada con EDTA para la
determinacion.

Ademas, se han desarrollado métodos de andlisis en otras
muestras como es el caso de la saliva. La determinacion en
saliva tiene la ventaja de ser una técnica no invasiva. Sin
embargo, tiene un procesamiento mas complejo y no es util
para todo tipo de farmacos, ya que para la mayoria no se ha
podido establecer una correlacion con las concentraciones
en plasma y por tanto no presenta ventajas respecto a su
determinacién en suero. Algunos farmacos para los que si se
ha visto que puede ser util son algunos antiepilépticos o para
detectar el consumo de ciertas drogas de abuso.

Otro tipo de muestras en desarrollo es la sangre en papel o
Dried Blood Spots (DBS), que puede analizarse mediante
técnicas como la cromatografia liquida combinada con
espectrometria de masas y que presentan ciertas ventajas
sobre todo de cara a pacientes pediatricos, ya que son
menos invasivas y requieren menos cantidad de muestra.
Aun asi, hay que considerar ciertos factores limitantes a la
hora de relacionar las concentraciones medidas en este tipo
de muestras con las que se obtendrian en plasma, como la
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influencia del hematocrito, el volumen de muestra recogida,
el tipo de papel de filtro, etc.

e Métodos de andlisis

Tradicionalmente la determinacién de los niveles de
farmacos se ha realizado mediante inmunoensayos
competitivos debido a su sencillez y comodidad, asi como a
la rapidez que presentan a la hora de obtener los resultados.
En ellos el farmaco de la muestra compite con moléculas de
farmaco marcadas (con alguna enzima o reactivo
colorimétrico) por la unién a los anticuerpos presentes en el
reactivo.

Algunos ejemplos de estos ensayos incluyen: inmunoensayo
mediado por enzimas (EMIT), electroquimioluminiscencia
(ECLIA), quimioluminiscencia (CMIA), interaccidn cinética de
microparticulas en disolucion (KIMS) o inmunoensayo de
fluorescencia polarizada (FPIA).

Sin embargo, estos métodos pueden presentar miltiples
interferencias con otras sustancias, por ejemplo con los
propios metabolitos del farmaco o con determinadas
sustancias endoégenas, lo que puede dar lugar a resultados
falseados.

Como consecuencia se han desarrollado técnicas de analisis
cromatografico (HPLC) que pueden combinarse con
espectrometria de masas y que presentan mayor
sensibilidad y selectividad, requieren menores cantidades de
muestra, permiten analizar mas de un farmaco de forma
simultanea y pueden emplearse para el analisis de otro tipo
de muestras como la sangre papel.

INTERPRETACION DE LOS DATOS OBTENIDOS Y
AJUSTE TERAPEUTICO

Una vez que se realizan las determinaciones analiticas de
las concentraciones plasméaticas, es fundamental una
correcta interpretacion de los resultados para realizar los
ajustes de dosis necesarios y que la monitorizacion resulte
atil.

Para poder interpretar correctamente las concentraciones
obtenidas es necesario conocer informacion sobre distintos
aspectos:

- Caracteristicas del paciente: datos demograficos (edad,
peso, sexo, talla, etc.) y datos clinicos de la enfermedad.

- Caracteristicas del tratamiento: farmaco, dosis, dosis
previas, tiempo de uso, medicacién concomitante,
margen terapéutico, cinética del farmaco, etc.

-  Caracteristicas de la muestra: tipo de muestra y tiempo
de muestreo (si se ha tomado en valle o pico).

- El motivo de la monitorizacién: sospecha de toxicidad o
falta de eficacia, individualizacion posolégica, etc.

Antes de ajustar las dosis es importante definir cuales son
las concentraciones deseadas en el paciente, normalmente
segun el margen terapéutico. Sin embargo, también hay que
tener en cuenta que este es un parametro a nivel poblacional
y que puede no cumplirse para algunos individuos, por lo que
siempre hay que valorar la situacion clinica de cada paciente
y la concentracién que este requiere.

Los siguientes pasos seran establecer el intervalo posoldgico
y la dosis de mantenimiento mas adecuada a cada situacion
para poder alcanzar estas concentraciones.

A la hora de realizar los ajustes de dosis, para muchos
farmacos es necesario conocer los parametros cinéticos que
se dan en el paciente concreto. Para realizar los estudios
farmacocinéticos, se han desarrollado distintos modelos
matematicos que permiten interpretar la evolucion de las
concentraciones en el organismo a lo largo del tiempo. Los
mas conocidos son los modelos compartimentales y dentro
de estos el mas sencillo es el modelo monocompartimental.

Sin embargo, calcular los parametros farmacocinéticos de
forma individual para cada paciente es complejo en la
practica clinica diaria, ya que requeriria estudios completos
de las concentraciones sanguineas de farmaco a lo largo del
tiempo. Por ello, existen distintos programas informaticos
que, gracias al uso de métodos estadisticos de estimacion
bayesiana, permiten estimar los parametros individuales a
partir de parametros farmacocinéticos poblacionales (de
poblaciones fisiopatolégicamente similares al paciente),
empleando Unicamente concentraciones sanguineas
puntuales del farmaco en el individuo.

PRINCIPALES GRUPOS DE FARMACOS
MONITORIZADOS EN LA PRACTICA CLINICA

e Antiepilépticos

Por lo general, los antiepilépticos son farmacos en los que la
monitorizacién esta muy bien establecida (sobre todo en los
de primera generacion), siendo muy importante para
asegurar el cumplimiento.

Suelen presentar una elevada union a proteinas plasmaticas
(fenitoina, valproico) y aunque generalmente se miden las
concentraciones de farmaco total, en los casos de
hipoalbuminemia o en los que hay interacciones por
desplazamiento puede ser interesante determinar la fraccion
de farmaco libre.

Ademés, presentan multiples interacciones a nivel de su
metabolismo hepatico por el citocromo P450, sobre todo
cuando se combinan entre ellos, ya que muchos actiian
como inductores o inhibidores del metabolismo, y al mismo
tiempo su propio metabolismo se ve afectado por otros.

Por ejemplo, carbamazepina, fenobarbital y fenitoina son
farmacos inductores mientras que el valproico es inhibidor.
Incluso algunos, como en el caso de la carbamazepina van a
actuar como autoinductores de su propio metabolismo.

También es importante tener en cuenta que varios de estos
farmacos van a tener metabolitos farmacolégicamente
activos que pueden ser responsables de efectos adversos y
gue por tanto también es necesario monitorizar (como en el
caso de la carbamazepina y oxcarbazepina).

Algunos de los antiepilépticos cominmente monitorizados
asi como sus margenes terapéuticos estan recogidos en la
Tabla 1.

Dentro de los principales efectos adversos que pueden
producirse en los pacientes debido a dosis elevadas o
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intoxicaciones se incluyen efectos depresores a nivel del
SNC (fatiga, somnolencia, ataxia, nistagmo).

Rango terapéutico

Carbamazepina 4-12 pg/ml
Acido valproico 50-100 pg/ml
Fenitoina 10-20 pg/ml
Fenobarbital 15-40 pg/ml
Lamotrigina 3-14 pg/ml
Levetiracetam 10-37 pg/ml
Oxcarbazepina 10-35 pg/ml
Etosuximida 30-100 pg/ml

Tabla 1. Antiepilépticos: margenes terapéuticos. Adaptado
de: GOmez | et al, 2016.

[ Inmunosupresores

Dentro de este grupo farmacolégico destacan los inhibidores
de la calcineurina, como la ciclosporina y el tacrolimus y los
inhibidores de mTOR como everolimus y sirolimus.

La monitorizacion de los inmunosupresores se realiza sobre
todo para asegurar el cumplimiento terapéutico de los
pacientes y evitar el empeoramiento de la enfermedad y el
rechazo de los 6rganos; asi como para evitar toxicidad por
elevadas dosis.

Las muestras necesarias para la determinacion de
inmunosupresores van a ser sangre total, debido a que
presentan una elevada union a los eritrocitos (60%).

Los niveles 6ptimos de estos farmacos van a depender del
tipo de trasplante, asi como del tiempo transcurrido y las
combinaciones de tratamiento con otros inmunosupresores
(que normalmente hacen que las dosis requeridas sean
menores). Aun asf, se recogen unas concentraciones
terapéuticas a nivel general para cada uno de estos farmacos
(Tabla 2).

Rango terapéutico

100-300 ng/ml induccién
Ciclosporina
50-200 ng/ml mantenimiento

10-15 ng/ml induccion

Tacrolimus
5-10 ng/ml mantenimiento
Everolimus 4-8 ng/ml
10-20 ng/ml
Sirolimus

4-12 ng/ml (combinado con
inhibidores de calcineurina)

Tabla 2. Inmunosupresores: margenes terapéuticos.
Adaptado de: Gomez | et al, 2016.
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Es importante controlar los niveles de farmaco tanto al inicio
del tratamiento (en el postrasplante inmediato) como a largo
plazo, debido a la amplia variabilidad interindividual y a las
interacciones  cuando se combinan con  otros
inmunosupresores 0 con otros medicamentos a nivel del
metabolismo hepético.

Ademas del aumento en el riesgo de infecciones, los
principales efectos adversos incluyen nefrotoxicidad,
hipertension y alteraciones neurolégicas (cefalea y temblor)
en el caso de los inhibidores de la calcineurina. Con los
inhibidores de mTOR como everolimus y sirolimus, son mas
comunes la hipertrigliceridemia, mielosupresion y las
alteraciones gastrointestinales.

e Antidepresivos triciclicos

La monitorizacion de antidepresivos triciclicos se
recomienda, como en el resto de farmacos mencionados,
para evitar efectos toxicos y asegurar la eficacia.

Destaca el hecho de que suelen monitorizarse junto con sus
principales metabolitos puesto que estos son también activos
y podrian contribuir a la toxicidad. Este es el caso de la
amitriptilina/nortriptilina (con un rango terapéutico entre 80-
200 ng/ml) y el de la imipramina/desipramina (175-300
ng/ml).

La toxicidad por elevadas dosis se va a deber
fundamentalmente a efectos anticolinérgicos, asi como a
alteraciones cardiacas en la conduccién con arritmias y
sedacion.

e Antibidticos

Los antibiéticos como los aminoglucésidos y la vancomicina
se monitorizan no solo para asegurar concentraciones
bactericidas que aseguren la eficacia del tratamiento, sino
también para evitar la nefrotoxicidad y ototoxicidad tipicas de
estos farmacos, ya que tienen unos margenes terapéuticos
muy estrechos.

Ademas, se caracterizan porque para el control de la terapia
se emplean tanto concentraciones pico como valle, y esto
hay que tenerlo en cuenta a la hora de valorar los niveles
plasmaticos. Por ejemplo, en el caso de la amikacina el rango
terapéutico se encuentra entre 15-25 ug/ml en pico y <5
pg/ml en valle. Y en el caso de la vancomicina los valores
son de 20-40 pg/ml en pico y de 5-15 pg/ml en valle.

° Metotrexato

En cuanto a la monitorizacion del metotrexato, es importante
debido a su elevada toxicidad y para controlar las dosis de
rescate con acido folinico (leucovorin). Suele medirse a las
24, 48 y 72 horas de la administracion y los niveles van a
depender del protocolo de tratamiento, que varia segun el
tipo de tumor, edad, superficie corporal, etc. De forma
aproximada, se puede considerar que habra toxicidad con
valores por encima de 10 umol/L a las 24h, 1 ymol/L a las
48hy 0,1 pmol/L a las 72h.

Los efectos tdxicos incluyen afectacién renal, hepatica,
mielosupresion, mucositis y neurotoxicidad.

e Digoxina

Tiene un intervalo terapéutico estrecho (0,8-2 ng/ml) y es
frecuente la apariciéon de intoxicaciones tanto agudas como
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cronicas. Uno de los principales problemas en estos casos
es que los sintomas de la intoxicacion por digoxina se
asemejan a los de la enfermedad tratada por el farmaco, ya
gue cursan con arritmias.

Ademas hay que tener en cuenta que los niveles plasmaticos
no siempre se corresponden bien con el grado de
intoxicacion, por lo que es necesario combinar la informacion
de laboratorio con la clinica del paciente.

Su eliminacion va a ser fundamentalmente renal, por lo que
habra que tener precaucion con los pacientes con
insuficiencia renal, ya que el farmaco tendera a acumularse
y pueden presentar intoxicaciones crénicas. Y también es
importante tener en cuenta que su accién depende de los
niveles de potasio: la hipopotasemia va a aumentar sus
efectos y por tanto su toxicidad.

e Litio
Su principal caracteristica es que presenta un margen
terapéutico muy estrecho (0,6-1,2 mmol/L) que justifica su

monitorizacion por motivos de seguridad para evitar posibles
efectos toxicos.

Las intoxicaciones suelen cursar con sintomas neuroldgicos,
renales, digestivos y cardiovasculares (con alteraciones del
electrocardiograma). Ademas pueden producirse
intoxicaciones agudas o croénicas, estas Ultimas sobre todo
en pacientes con insuficiencia renal, y al igual que en el caso
de la digoxina, muchas veces los niveles no se correlacionan
adecuadamente con la gravedad de la clinica.

Finalmente hay que tener en cuenta que es un farmaco que
debe determinarse en suero por la interferencia con la
heparina de litio usada como anticoagulante.

e Paracetamol y salicilatos

La determinacion de sus niveles se emplea
fundamentalmente en casos de intoxicaciones. Existen
nomogramas establecidos como el de Rumack-Matthew para
el paracetamol y el de Done con los salicilatos, que permiten
estimar mejor la gravedad de la intoxicacion relacionando las
concentraciones plasmaticas y el tiempo transcurrido desde
la ingesta.

- Paracetamol

El paracetamol a elevadas concentraciones presenta
hepatotoxicidad por la formaciéon del metabolito toxico N-
acetil-p-benzoquinoneimina.

En los casos de intoxicaciones, las concentraciones deben
medirse a partir de las 4 horas para confirmar que se ha
producido la absorcién completa de la dosis ingerida, y en
funcion de los resultados y siguiendo el nomograma de
Rumack-Matthew se pautara la administracion del antidoto
N-acetilcisteina (Figura 2).

Se consideran criticos valores superiores a 150 pg/ml a las 4
horas de la ingesta y hay que tener en cuenta que
normalmente el antidoto es mas efectivo cuando se
administra en las primeras 6-8 horas.

- Salicilatos

Las intoxicaciones por salicilato van a causar alteraciones
acido-base (inicialmente  alcalosis  respiratoria  por

hiperventilacion seguido de una acidosis metabdlica por
desacople de la cadena respiratoria y aumento del
metabolismo anaerobio), alteraciones gastrointestinales y
afectacion del SNC que puede derivar en coma.

Los niveles plasmaticos se deben medir 6 horas después de
la ingesta y la toxicidad se determina en funcion del
nomograma de Done (Figura 3). A nivel general se
consideran criticos unos niveles superiores a 40 mg/dl a las
seis horas. Sin embargo, se recomienda realizar
determinaciones seriadas ya que el farmaco puede
acumularse a nivel intracelular y dar concentraciones
menores que no se asocian con la gravedad real, ya que
cambios en el pH van a afectar a la distribucion de los
salicilatos en el organismo.

Niveles de

paracetamol en

) sangre (pg/ml)
b3 PROBABLE
$. TOXICIDAD
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Figura 2. Nomograma de Rumack-Matthew. Tomado de:
Sénchez A et al, 2016.
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CONCLUSIONES

La monitorizacion de farmacos es un proceso que permite
optimizar los tratamientos farmacologicos mejorando de
forma global tanto su eficacia como la seguridad, ya que por
un lado se individualizan las dosis y al mismo tiempo se
asegura el cumplimiento terapéutico del paciente, lo que al
final conlleva una mejora de su enfermedad y una
disminucion del coste global del tratamiento.

De cara al futuro, el objetivo es desarrollar una terapia
farmacolégica cada vez mas personalizada gracias al
desarrollo de nuevas técnicas analiticas y a la realizacion de
estudios que faciliten la interpretacion de los resultados.
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INTRODUCCION

El cancer es, junto con las enfermedades cardiovasculares,
una de las principales causas de mortalidad en la poblacion
occidental de entre 35y 65 afios. En 2019, se diagnosticaron
en Espafa 277.234 nuevos casos, segun la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica!, por lo que constituye un
importante problema de salud publica, con un elevado coste
socioecondmico. La mortalidad asociada con el cancer
depende del tipo de tumor y del momento en que se detecte,
por lo que en general, cuanto mas pronto se produzca la
deteccién mas facil sera el tratamiento.

El término cancer, también conocido como neoplasia, agrupa
mas de un centenar de enfermedades que se caracterizan
por la aparicion en un tejido, de una serie de células que
poseen como caracteristica mas importante una capacidad
proliferativa muy elevada y una falta de respuesta a los
procesos bioldgicos de regulacion. En su evolucion natural,
las células neoplasicas son capaces de invadir tejidos,
diseminarse y colonizar a distancia. Las diferencias entre las
células normales y neoplasicas pueden ser utilizadas para el
diagnostico de la enfermedad. Estas diferencias, desde el
punto de vista morfolégico y estructural, han sido empleadas
clasicamente por los patdlogos para establecer el
diagnostico de neoplasia. Ademas, dichas diferencias van
acompafiadas por cambios bioquimicos, inmunolégicos y
genéticos alguno de los cuales pueden ser detectados a nivel
periférico, como es el caso de los marcadores tumorales.

MARCADORES TUMORALES

Los marcadores tumorales (MT) desde un punto de vista
clasico, son toda sustancia producida por las células
tumorales o por el “huésped”, cuya presencia pueda ser
detectada en suero u otros liquidos biolégicos y que puede
usarse para el diagndstico, seguimiento, prondstico o
deteccion de recidivas. Por tanto, los MT se comportan como
sefiales a distancia de la presencia de una enfermedad
neoplasica. Sin embargo, estos marcadores no son
especificos de las neoplasias, pudiendo encontrarse
concentraciones apreciables en gran nimero de situaciones
fisiologicas o patoldgicas no tumorales, dando lugar a falsos
positivos o bien, en algunos casos, no se aprecia nunca
elevacion de los MT, especialmente en etapas tempranas de
la enfermedad dando lugar a falsos negativos.

Por tanto, el marcador tumoral ideal cumpliria las siguientes
caracteristicas:

- Ser especifico del tumor (solo detectarse en presencia
del tumor).

- Detectarse facilmente en liquidos biolégicos.

- Detectarse a etapas tempranas de la enfermedad.

- Su concentracion debe correlacionarse con el estado
tumoral.

- Debe presentar concentraciones estables sin
fluctuaciones bioldgicas de manera que la concentracion
cambie por la biologia del tumor.

Es decir, el marcador tumoral ideal es aquel que tenga una
sensibilidad y especificidad diagnostica del 100%.
Desgraciadamente, como se comentard mas adelante, la
mayoria de los MT conocidos en la actualidad no cumplen
todos estos requisitos y, por tanto, no existe un marcador
tumoral ideal.

Los marcadores tumorales abarcan un amplio grupo de
sustancias que pueden ser clasificadas segun diversos
criterios. Inicialmente, se propuso una clasificacion basada
en el origen de los marcadores (Tabla 1), existiendo dos
grandes grupos: los producidos por las células tumorales y
los producidos por el huésped en respuesta a la presencia
del tumor. La mayoria de los marcadores tumorales
corresponden al primer grupo, aunque hay varios de ellos
gue podrian estar en ambos. En general, esta clasificacion
tiene poca utilidad desde un punto de vista clinico.

Debido a ello, se propuso la clasificacion segun la
sensibilidad y especificidad de los marcadores, ya que estas
caracteristicas, determinan su significado clinico. Esta
clasificacion divide a los marcadores en 4 grupos:

- MT de muy elevada especificidad. A este grupo
pertenecen la gonadotropina coridnica humana (B-HCG)
y la calcitonina. En el caso de la B-HCG, en hombres y
en ausencia de embarazo su elevacién indicaria un
tumor testicular o un coriocarcinoma, respectivamente.
Mientras que concentraciones elevadas de calcitonina
son de gran utilidad para el diagnéstico precoz de cancer
medular de tiroides.

- MT de especificidad elevada. Tienen una sensibilidad y
especificidad baja en los estadios iniciales, pero en
estadios mas avanzados permiten asegurar la presencia
de un tumor. Pertenecen a este grupo el antigeno
prostatico especifico (PSA) y la tiroglobulina (TG)
utilizados en el cancer de préstata y cancer de tiroides,
respectivamente. En  pacientes tratados con
prostatectomia radical o tiroidectomia radical estos
marcadores se comportan con una muy elevada
especificidad, por lo que una elevacion de estos MT
definiria la existencia de una recidiva del tumor.

- MT de especificidad intermedia. Incluyen a la mayoria de
marcadores tumorales utilizados en la practica clinica.
Se observan concentraciones elevadas en diversas
patologias.
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- MT de baja especificidad. La sensibilidad depende del
estadio, pero su especificidad es baja incluso en fases
avanzadas. Pertenecen a este grupo las citoqueratinas
como: TPA (antigeno polipeptidico tisular), TPS
(antigeno polipeptidico tisular especifico) y CYFRA 21.1;
asi como la LDH y otros reactantes de fase aguda.

e Determinaciéon de los marcadores tumorales

Existen distintos métodos de inmunoanalisis que, en base al
empleo de anticuerpos monoclonales especificos para cada
marcador, permiten realizar una amplia variedad de estos
test. Sin embargo, la automatizacion no ha mejorado
totalmente las deficiencias en la intercambiabilidad de
resultados obtenidos con distintos sistemas analiticos. Esto
se debe al empleo de distintos anticuerpos monoclonales y
diferencias en los tiempos de incubacion y efecto matriz.
Todo ello, imposibilita la interpretacion de resultados cuando
el seguimiento se hace con métodos diferentes. Ademas,
otro factor que influye en la falta de intercambiabilidad es la
falta de material de referencia.

Entre otros factores, la estandarizacion requiere de la
existencia de un estandar con caracteristicas iguales al
analito que se quiere medir. El primer problema es que los
marcadores tumorales son analitos heterogéneos con un
grado variable de glicosilacion y cuya estructura no ha sido
en todos los casos completamente identificada. Por ello, son
muchos los marcadores tumorales reconocidos mediante el
empleo de determinados anticuerpos sin que se conozca
plenamente su estructura. Debido a ellos, solo se han podido
desarrollar estandares internacionales en los casos en que
se conoce la estructura integra del marcador tumoral y son
la AFP, CEA, B-HCG, PSA y PSA libre, TG y Calcitonina
(Tabla 2).

e Optimizacion del uso de los marcadores
tumorales

La concentracion plasmatica de un marcador tumoral viene
determinada por una serie de caracteristicas propias del
tumor, entre las que se incluyen:

- Tamafo y estadio: en general, cuanto mas grande sea
el tumor 0 mas avanzado sea su estadio, mayor sera la
concentracién de marcador.

-  Grado de diferenciacién celular.

- Distintas variedades histolégicas: factor clave para la
expresion de un marcador tumoral.

- Grado de vascularizaciéon del tumor.

Ante la deteccién de un valor elevado de cualquier marcador,
es necesario discriminar si dicha elevacion es debida o no a
la presencia de una neoplasia, y para ello se utilizan tres
criterios: evaluar la concentracién sérica del marcador,
descartar patologia benigna y realizar un control evolutivo.

Hay que evaluar la concentracion sérica del marcador, ya
que, los incrementos plasméticos en patologias benignas
suelen ser moderados, existiendo ciertos valores por encima
de los cuales hay una alta sospecha de neoplasia. Ademas,
hay que descartar que la elevacion se deba a una patologia
benigna. Hay numerosas situaciones fisiologicas por las
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cuales se pueden encontrar marcadores tumorales elevados,
por lo que hay que conocer las causas ajenas al desarrollo
del tumor que puede producir estos falsos positivos y asi
mejorar la especificidad.

Finalmente, es necesario realizar un control evolutivo o
estudio secuencial, ya que el hallazgo aislado de una
elevacion de cualquier marcador tiene un valor limitado,
siendo necesario realizar dos o tres determinaciones
seriadas en un intervalo de tiempo superior al de su vida
media plasmatica. En general, el plazo minimo que debe
transcurrir es de 15-20 dias y debe haber un incremento
continuo a lo largo del tiempo superior al 20-25% para
considerarse significativos.

~#~ Cancer

Enfermedad
4 !
benigna
Concentracion
-
marcador -

tumoral /

0 20 40 60

Dias

Figura 1. Evolucion de la concentracion de MT en una
neoplasia vs en patologia benigna. Adaptado de:
Gonzélez Hernandez A, 2014.

UTILIDAD DE LOS MARCADORES TUMORALES
e Cribado y diagnéstico precoz:

El valor diagndstico de un marcador tumoral viene definido
por su sensibilidad y especificidad, asi como por el valor
predictivo obtenido. Las guias diagndsticas no avalan el
empleo de marcadores tumorales con fines diagnosticos ya
gue estos no tienen suficiente sensibilidad y especificidad. A
pesar de que existen MT utilizados en programas de cribado,
como el PSA, estos programas no solo deben basarse en la
eficacia diagndstica, sino también, en su incidencia en la
supervivencia y mortalidad debida al tumor. Actualmente, el
cribado de cancer de préstata con PSA se encuentra en
evaluacion.

e Monitorizacion del tratamiento y deteccién
precoz de recidiva:

La monitorizacién del tratamiento y deteccion precoz de las
recidivas, son las principales aplicaciones de los marcadores
tumorales. La concentracion de un marcador tras la
realizacién de un tratamiento con finalidad curativa debe
disminuir hasta normalizarse. Ademas, la elevaciéon de un
marcador en un paciente en seguimiento puede interpretarse
como indicativo de recidiva del tumor. Por ejemplo, la
monitorizacion de tiroglobulina y PSA permiten realizar con
gran fiabilidad el seguimiento de pacientes tratados con
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Origen Tipos Marcador

Antigenos oncofetales AFP, CEA

B-HCG, Fosfatasa alcalina placentaria, glicoproteina

Antigenos oncoplacentarios e
9 P especifica del embarazo beta-2

Mucinas Antigenos CA 15.3, CA 125, CA19.9, CA72.4
Antigenos tisulares SCC, S$-100, ProGRP
Producido por las células Hormonas Tiroglobulina, calcitonina, ACTH, ADH
tumorales
. NSE, Fosfatasa alcalina placentaria, PSA,
Enzimas .
Metaloproteinasas, LDH
Oncoproteinas Her-2-neu
Proteinas especificas Inmunoglobulinas
Citoqueratinas CYFRA 21-1, TPA, TPS
P i | i} itocinas, B-2-mi lobulina, i f
roducido ep respuesta a la Respuesta del huésped Citocinas, B-2-microglobulina, proteinas de fase
presencia del tumor aguda

Tabla 1. Clasificacién segun el origen de los biomarcadores. Adaptado de: Fernandez Suarez A. 2007.

hfj;:gfla?r Material internacional de referencia
AFP 1st International Standard, 72/225, 1975
CEA 1st International Reference Preparation 73/601, 1975
HCG 1st International Reference Preparation para p-HCG, 75/551, 1974; 4th International
Standard para HCG, 75/589, 1999; 5th International Standard para HCG, 07/364, 2009
PSA 1st Reference Reagent 96/670, 1999
PSA libre 1st Reference Reagent 96/668, 1999
Tiroglobulina Certificate Reference Material 457, de la Comision de la Comunidad Europea, 1996
Calcitonina 2nd International Standard 89/620, 1991

Tabla 2. Marcadores tumorales y su material internacional de referencia. Adaptado de: Filella X, 2013.

Marcador Tumor asociado Falsos positivos
AFP Higado; Testiculo; Seno endodérmico Hepatopatias

Neoplasias intestinales, digestivas;

CEA L .
medular de tiroides; mama; pulmén

Hepatopatias; Insuficiencia renal; EPOC

B-HCG Tumores trofoblasticos; Testiculo insuficiencia renal; embarazo
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Calcitonina

Tiroglobulina

CA 125 Ovario; Endometrio; Pulmoén
CA19.9 Pancreas; Estomagp; Colon y recto;
Ovario
CA 15.3 Mama; Ovario
CA 724 Estomago; Colony recto; Pancreas;
Ovario
CYFRA 21-1 Neoplasias epiteliales
PSA Préstata
Pulmén células pequefias; Carcinoide;
NSE .
Wilms
SCC Carcinomas epidermoides
HER2/neu Mama; Ovario; Préstata; Pulmén
5-HIAA Carcinoide

Carcinoma medular de tiroides

Carcinoma papilar y folicular de tiroides

Insuficiencia renal
Tiroiditis; Embarazo

Derrames serosos; Insuficiencia renal; Endometriosis

Ictericia; Insuficiencia renal

Hepatopatias; Insuficiencia renal

Hepatopatias; Insuficiencia renal; tratamiento con AINES

Hepatopatias; Insuficiencia renal

Prostatitis; Hiperplasia benigna de prostata

Hemodlisis; Insuficiencia renal; traumatismos cerebrales

Insuficiencia renal; Eccemas; enfermedades
dermatologicas

Hepatopatias

Factores alimentarios

Tabla 3. Patologias benignas que pueden producir elevacion de los distintos marcadores tumorales. Adaptado de: Fernandez
Suérez A. 2007.

tiroidectomia radical o prostatectomia radical ya que una
elevacion de la concentracion de los mismos indicaria
recidiva con gran seguridad.

PRINCIPALES MARCADORES TUMORALES
e CEA o antigeno carcinoembrionario

Es una glicoproteina (180kDa) que pertenece a una familia
de glicoproteinas codificadas por unos 10 genes localizados
en dos areas del cromosoma 19. Aunque su funcion
fisiologica es desconocida, parece estar relacionada con la
adhesion y reconocimiento celular. La concentracion de CEA
en adultos sanos, es menor de 5 mg/dL y su elevacién se
produce en humerosos adenocarcinomas, sobre todos en el
colorrectal, mama, pulmon y géastrico. También se encuentra
elevada en fumadores (cifras entre 5 y 10 mg/dL) o en
patologias como la cirrosis hepatica, insuficiencia renal,
EPOC y enfermedades inflamatorias del tracto digestivo.

e PSA (antigeno prostatico especifico)

Pertenece a la familia de las calicreinas. Se sintetiza
exclusivamente en la glandula prostatica y es secretado al
liqguido seminal donde participa en la licuefaccion del coagulo
seminal alcanzandose unas concentraciones muy elevadas.
En condiciones normales, solo una fraccion minima se libera
a la circulaciéon y se encuentra elevado en el cancer de
prostata, prostatitis e hiperplasia benigna de préstata.

En la actualidad el PSA es uno de los marcadores tumorales
mas utilizados en la rutina clinica, usandose
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fundamentalmente, junto con otras pruebas, como el tacto
rectal y la utrasonografia transrrectal, en programas de
cribaje y diagndstico precoz de tumores de préstata; pero
también en seguimiento clinico, valoracion de tratamientos y
deteccion precoz de recidivas en pacientes con cancer de
prostata.

e Calcitonina

Es una hormona proteica secretada por las células de los
carcinomas medulares de tiroides que son neoplasias
neuroendocrinas derivados de las células C parafoliculares.
Las concentraciones de este marcador en condiciones
normales son menores a 5 pg/mL en mujeres y menores a
8,4 pg/mL en hombres.

e Tiroglobulina

Es producida por las células foliculares tiroideas normales o
neoplasicas. Se encuentra elevada en el cancer diferenciado
de tiroides y su concentracién en condiciones normales es
de entre 3,5-77 ng/mL. Para el seguimiento del cancer de
tiroides es importante realizar una determinaciéon de
anticuerpos anti-tiroglobulina (ATG), ya que en ocasiones los
resultados de TG estan infravalorados debido a la presencia
de los mismos, en este caso el seguimiento se realizaria con
los ATG como marcador sustitutivo.

e pB-HCG

Es una hormona glucoproteica sintetizada por las células del
sincitiotrofoblasto de la placenta. Fuera del periodo de
embarazo, no se detecta en adultos sanos por lo que una
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elevacion de la misma indicaria la presencia de tumores
trofoblasticos, testiculares no seminomatosos y tumores
derivados de células germinales.

e Alfa-fetoproteina (AFP)

Es una glicoproteina (69 KDa) que presenta una composicion
similar a la albumina. Su funcién es el transporte de
sustancias como &cidos grasos, bilirrubina, Cu y Zn. Pocas
semanas después del nacimiento, la concentracion sérica de
AFP desciende drasticamente situAndose en adultos sanos
por debajo de los 10 ng/dL. Los valores séricos de AFP se
incrementan de forma moderada en la cirrosis hepatica y de
forma elevada en el cancer primitivo de higado y tumores
testiculares no seminomatosos.

e Enolasa neuronal especifica (NSE)

Es la isoforma gamma de la enolasa (39kDa) y se sintetiza
en las neuronas y las células neuroendocrinas. Es el
marcador empleado en el estudio de tumores
neuroectodérmicos y carcinomas de pulmén indiferenciados
de células pequefias. Su rango normal es inferior a 16,3
ng/mL y se encuentra elevada en las muestras hemolizadas,
en traumatismos cerebrales, septicemias y en la insuficiencia
renal siendo una causa frecuente de falsos positivos.

e SCC o antigeno asociado a los carcinomas
escamosos

Es una glucoproteina sintetizada por los tejidos escamosos
que pertenece a la familia de inhibidores de Ilas
serinproteasas. Su rango en condiciones normales es menor
de 2,5 ng/mL y se utiliza como marcador en el estudio de
canceres de células escamosas: laringe, eso6fago, pulmon,
cuello, cabezay cérvix.

e Citoqueratinas

Son un conjunto de proteinas que polimerizan formando los
filamentos del citoesqueleto de las células epiteliales. Hay
tres tipos de citoqueratinas que se emplean como
marcadores tumorales el TPA, TPS y CYFRA 21-1.

e Antigenos carbohidratados

Estos marcadores tumorales corresponden a anticuerpos
gue reconocen antigenos carbohidratados liberados por las
células tumorales.

- CA125

Es una glucoproteina mucinica de elevado peso molecular
sintetizada por las células de los conductos de Muller
(trompas de Falopio, cuello uterino y fondo vaginal) y en el
mesotelio. Las concentraciones normales de este marcador
son inferiores a 35 U/mL y es el marcador de eleccién en el
estudio de carcinomas ovéricos. Se pueden encontrar
valores séricos por encima de este limite, en procesos como
peritonitis, derrames pleurales, pericardicos, asciticos y en la
endometriosis

- CA19.9

El anticuerpo CA 19.9 reconoce un gangliésido con el grupo
sialil del antigeno de Lewis a. Existe un 5% de la poblacién,
que no expresa el grupo sialil del antigeno de Lewis a, y en
este caso da lugar a falsos negativos. El CA 19.9 se expresa
en el aparato gastrointestinal y se emplea en neoplasias de

este origen, en especial en cancer de pancreas, aunque se
pueden encontrar elevaciones en tumores mamarios,
ovaricos (tipo mucinoso) y pulmonares.

- CA153

Reconocen al antigeno MUC-1. Las concentraciones
normales de este marcador son inferiores a 28 U/mL y se
eleva en tumores de mama y ovario.

- CAT724

El anticuerpo frente a CA 72-4 reconoce la glucoproteina de
elevado peso molecular TAG-72. El CA 72-4 se emplea,
sobre todo, en el cancer gastrointestinal. Es el marcador con
mayor sensibilidad y especificidad en el cancer gastrico y se
emplea en el seguimiento de la enfermedad.

APLICACION DE LOS MARCADORES TUMORALES
e Cancer de ovario

El cancer de ovario es la sexta causa de cancer en mujeres
y la primera causa de mortalidad por cancer ginecoldgico. Su
incidencia aumenta con la edad, siendo mas frecuente en las
mujeres postmenopausicas. La alta tasa de mortalidad se
debe principalmente a su deteccion en estadios ya
avanzados, debido a que no suelen presentar sintomas, o
bien, cuando aparecen, no son especificos.

Los tumores de ovario son un grupo de neoplasias diversas
por su epidemiologia e histogénesis. El 90% de los canceres
de ovario son tumores epiteliales y dependiendo del tipo
celular afectado podemos distinguir entre carcinoma seroso
(80%) o mucinoso.

Aunque la edad avanzada se considera el factor de riesgo
mas importante, también hay que tener en cuenta otros
factores que se asocian con mayor prevalencia como la
historia familiar de cancer de ovario, ya que, en torno al 10%
son hereditarios asociados a mutaciones en los genes
BRCA1y BRCA2.

- Marcadores tumorales en cancer de ovario

Los marcadores tumorales mas empleados en el manejo del
cancer de ovario son:

- CEA: se utliza como marcador estandar de
neoplasias epiteliales con una sensibilidad del 75%
y una especificidad del 88% y su rango normal en
individuos sanos es inferior a 5 ng/ml.

- Ca 125: se considera el marcador tumoral estandar
en el seguimiento de la terapia en las mujeres con
cancer epitelial de ovario. Dicho marcador se
expresa en la mayoria de los adenocarcinomas
serosos, al contrario que en los tumores mucinosos
cuya expresion es menos frecuente. Aunque
también se eleva en otros tipos de cancer (mama,
pulmon, colbn) cuando se  encuentran
concentraciones superiores a 1500 U/L se puede
sospechar de un cancer de ovario. El uso de este
marcador se basa principalmente en el control del
estado basal previo al tratamiento de las pacientes
con céancer ovarico conocido, para la deteccion de
recurrencia y para la evaluacién de la progresién de
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la enfermedad, ya que la sensibilidad diagnoéstica
del CA 125 se relaciona con el estadio del tumor.

- Proteina del epididimo humano (He-4): su
expresion es especifica del tejido del aparato
reproductor y, de forma mas pronunciada, en
tumores epiteliales de ovario. He-4 muestra una
sensibilidad diagnéstica similar al CA 125 para el
cancer de ovario y mayor especificidad sin dar una
tasa tan elevada de falsos positivos. Sin embargo,
presenta un uso limitado en pacientes con
insuficiencia renal y hay que considerar distintos
rangos de referencia en funcion de si el andlisis es
en mujeres premenopausicas (He-4 <90 pmol/L) o
postmenopausicas (He-4 <150 pmol/L).

Ademas de los marcadores mencionados, existen otros que
pueden resultar de utilidad:

- ElI CA 19.9 se eleva en los tumores de ovario
Mucinosos.

- CA 15.3 puede ser de utilidad ya que los tumores
de ovario suelen metastatizar a la mama.

- Encuanto a nuevos marcadores cabe mencionar, el
test OVAL® que emplea como herramienta
diagnéstica un panel de 5 marcadores: CA 125,
transtiretina, Apo A1, [B-2-microglobulina vy
transferrina (validados mediante analisis
protedmico, SELDI). El software especifico llamado
OvaCalc® calcula el riesgo de cancer de ovario,
mediante una escala de puntuacién de 0 a 10,
comparando en base a puntos de corte
predeterminados. Asi, las mujeres
premenopausicas suelen presentar un punto de
corte de 5,0, mientras que las mujeres
postmenopausicas tienen un punto de corte menor,
de 4,4. Hay que resaltar que un alto valor de OVA1®
no es diagndstico de cancer, sino que marca un

aumento del riesgo y una posible indicacién de
remision al ginecélogo u oncélogo.

- El algoritmo de riesgo de malignidad ovarica ROMA
es un indice predictivo que mediante un algoritmo
asigna riesgo de malignidad a mujeres que
presentan una masa pélvica. El algoritmo incorpora
la medicion de los marcadores tumorales séricos
CA 125 y He4 mediante inmunoensayo y la edad
(menopausia). El algoritmo ROMA es util para
distinguir cancer epitelial de ovario de masa pélvica
benigna con un elevado rendimiento diagndstico
(AUC: 0,93). ROMA es menos especifico (0,83
frente a 0,93) pero mas sensible que He-4 (0,89 vs
0,79).

- Recomendaciones de las guias de practica clinica

Actualmente, las guias de practica clinica de diferentes
sociedades sobre el uso de CA 125 en el cancer epitelial de
ovario recomiendan su uso para la monitorizacion de terapia,
deteccion de recidivas y prondstico (Tabla 4). El cribado de
céancer de ovario sélo se aconseja en la poblacién de riesgo
(historia familiar de céncer de ovario, portadoras de
mutaciones en BRCA, alteracién de genes reparadores
HNPCC).

- Perspectivas futuras

Actualmente, gran parte de las investigaciones se centran en
mejorar las herramientas diagnosticas para identificar
marcadores o técnicas de imagen adicionales que
complementen al CA 125 y que permitan una sensibilidad
cercana al 100%, y una especificidad adecuada que evite
laparoscopias innecesarias. La ingenieria biomédica, la
tecnologia proteémica y el andlisis computerizado han
permitido identificar proteinas con un papel en la
fisiopatologia del cancer de ovario, algunas de las cuales se
encuentran actualmente en proceso de validacion clinica.

. NACB NCCN EGTM ESMO
MARCADOR INDICACION 2008 2013 2012 2013
Cribado en pacientes
asintomaticos, sin historia familiar No No No -
de riesgo
Deteccion precoz en sindromes
hereditarios con ecografia Si Si Si -
transvaginal
CA 125 Oi sstico di ald
iagnostico |,er.enC|a e masas Si Si Si i
pélvicas
Monitorizacion de terapia Si Si Si Si
Deteccion de recidivas Si Si Si Si
Prondstico Si No Si -

Tabla 4. Recomendaciones de las guias de practica clinica sobre el uso de CA 125 en el cancer epitelial
de ovario. Adaptado de: Andrés Fernandez C, 2013-2014.
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e Cancer de prostata

El céncer de prostata es uno de los tumores mas
frecuentemente diagnosticados en el mundo occidental,
siendo la quinta causa de muerte por cancer en varones en
todo el mundo. Este cancer se caracteriza por su elevada
prevalencia, aumentando rapidamente su incidencia a partir
de los 50 afos. Es un tipo de cancer muy heterogéneo desde
un punto de vista clinico ya que incluye tumores con
pronésticos muy distintos, desde aquellos clinicamente
insignificante a tumores muy agresivos que causan
met4stasis. El empleo de marcadores tumorales para el
manejo de pacientes con cancer de prostata se remonta a
1938 con el uso de la fosfatasa &cida prostatica, sin embargo,
su uso cayo con la introduccién del PSA.

- Marcadores tumorales en cancer de prostata

El marcador mas utilizado para el manejo de este cancer es
el PSA. En condiciones normales solo una fraccién minima
de PSA es liberada a la circulacion. Debido a su actividad
enzimatica, circula en plasma unido a proteinas inhibidoras
de proteasas, mayoritariamente unido a la alfa-1-
antiquimotripsina, solo un porcentaje muy pequefio circula
libre y otra fraccion circula unida a la alfa-2-macroglobulina.

ElI PSA es un marcador tumoral ampliamente utilizado ya que
esté incluido en programas de cribado del cancer de prostata
ofreciéndose a los hombres mayores de 50 afios con una
expectativa de vida superior a 10 afios. En cuanto a las
concentraciones de este marcador, se considera 4 ng/mL
como valor discriminante a partir del cual habria que realizar
una biopsia con el fin de diagnosticar un cancer de prostata
en Atencion Primaria. Sin embargo, el corte en pacientes
tratados en el Servicio de Urologia es de 2,8 ng/mL. Existe
una zona gris que va desde los 4 a los 10 ng/mL donde se
ha observado que solo el 25% de los pacientes tienen una
biopsia positiva. Con el fin de reducir el nimero de biopsias
negativas, se introdujo la utilizacion del porcentaje de PSA
libre de forma que, solo si el porcentaje de PSA libre es
menos del 25% del PSA total o el ratio PSA libre/PSA total
es menor de 0,1 debe realizarse una biopsia.

La utilizacion del PSA en el cribado de cancer de prostata ha
permitido la deteccion de tumores en estadios mas
tempranos mejorando, en general, el prondstico de la
enfermedad. Sin embargo, su bajo valor predictivo positivo,
se traduce en un sobrediagndstico siendo entre el 27-56% de
pacientes diagnosticados de tumores indolentes que no
suponen riesgo alguno para su vida. El sobrediagndstico,
produce sobretratamiento de estos pacientes con
importantes efectos secundarios como la incontinencia
urinaria y disfuncién eréctil producidos por la prostatectomia
radical. Debido a ello, no hay consenso de las guias de
practica clinica sobre la recomendacién del uso de dicho
marcador en los programas de cribado que todavia estan en
proceso de evaluacion. La problematica del sobrediagnéstico
y sobretratamiento ha impulsado a desarrollar protocolos de
vigilancia activa de manera que en pacientes con un tumor
con bajo riesgo de progresion se retrasa el tratamiento. Los
criterios de seleccion de pacientes para protocolos de
vigilancia activa incluyen diversas variables, entre las cuales
se encuentran:

- Concentracion de PSA menor a 10 g/L.

- Grado de Gleason menor a 7. Siendo el grado de
Gleason un sistema de puntuacién que se emplea
para medir el grado de agresividad de un cancer de
prostata.

- Un bajo nimero de cilindros afectados por el tumor.

Concentracién en

sangre

Negativo Tacto Rectal
———————————— <=
| '
Positivo
<4 4-10 >10
%PSA libre
Sr——
>25% <25%
Control Control Biopsia
anual en 6 meses

+ -

Cancer Control en

Figura 3. Algoritmo diagndstico de cancer de prostata
en el programa de cribado. Adaptado de: Filella X, 2011.

Estos protocolos incluyen la realizacién regular de un tacto
rectal y una biopsia de la glandula prostatica, asi como
medidas seriadas de la concentracion de PSA en plasma.

En los ultimos afios, se ha observado que el PSA libre esta
compuesto por diversas subfracciones denominadas PSA
benigno (BPSA), PSA intacto (iPSA) y proPSA, del cual
existen distintas subformas, siendo la fraccion [-2]proPSA la
mas estable en plasma.

PSA
PSA libre PSA complejado
I .
l BPSA l l iPSA proPSA

[-2]proPSA
[-4]proPSA
[-5]proPSA

Figura 4. Esquema de las subfracciones de PSA.
Elaboracion propia.
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Se ha desarrollado un indice denominado PHI (prostate
health index), que valora PSA total, PSA libre y [-2] proPSA.
Un PHI superior a 35 se relaciona con una gran probabilidad
de cancer de prostata. También se observaba unanimidad en
sefialar que hay una relacion entre PHI y la agresividad del
tumor, detectandose niveles mas elevados en pacientes con
un grado de Gleason 7 o superior.

Otro nuevo marcador tumoral en el manejo del cancer de
prostata es el panel de 4 calicreinas. Este panel incluye la
medida de PSA total, PSA libre, iPSAy la calicreina humana
de tipo 2 (hK2). El test, denominado 4Kscore combina la
medicion de las 4 calicreinas junto con la edad del paciente,
el resultado del tacto rectal y la posible existencia de una
biopsia negativa previa. Con todo ello se calcula un indice
gue estima el riesgo de padecer un cancer de prostata de
alto grado.

En cuanto al diagnéstico molecular se puede mencionar:

- Lavaloracién del gen PCA3 que fue aprobado en el
afio 2012 por la FDA con objeto de decidir la
repeticion de la biopsia de prostata en varones de
50 afios 0 mas que tienen una o mas biopsias
previas negativas.

- Ladeteccion en orina del gen de fusion TMPRSS2-
ERG.

- La implicacion de los miARNs en la deteccion y
prondstico de diversos tumores, aunque todavia se
requiere avanzar mas en la optimizacién y
metodologia empleada en la medida de los
MiARNS.

La inmensa mayoria de los estudios disponibles coinciden en
concluir que el area bajo la curva obtenida para PHI es
significativamente superior a la del PSA total y también
discretamente mayor a la obtenida para el porcentaje de PSA
libre.

e Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las
mujeres del mundo occidental y es la primera causa de
muerte entre las mujeres de 35 a 64 afios. En el desarrollo
de la enfermedad intervienen numerosos factores de tipo
ambiental y genético, siendo uno de los principales factores
de riesgo la presencia de cancer de mama en familiares
directos.

La mayoria de tumores son diagnosticados en estadios
locales, siendo la cirugia y/o radioterapia seguida o no de
tratamiento hormonal, quimioterapico y/o radioterapico el
tratamiento de eleccion.

- Marcadores tumorales en cancer de mama

Los marcadores tumorales séricos mas empleados en
pacientes con cancer de mama son los antigenos asociados
a la familia de genes MUC-1 y CEA.

- CA 15.3: es el marcador més sensible para esta
neoplasia (16-40%) y su concentracion se asocia con
el tamafio tumoral y la invasidon ganglionar. En
cuanto a la deteccion precoz de recidiva, los estudios
indican que el CA 15.3 es el marcador tumoral de
eleccion, pero se aconseja la inclusion de CEA ya
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gue incrementa la deteccién de recidiva entre un 5y
un 25%.

- CEA: tiene un valor pronostico superior al CA 15.3,
observandose que una mayor concentracion de
marcador, previa a la cirugia, se relaciona con una
mayor probabilidad de recidiva.

- HER-2/neu: HER-2 es un oncogen localizado en el
cromosoma 17 que codifica una proteina
transmembrana que pertenece a la familia del
receptor de crecimiento epidérmico (EGFR). Esta
sobreexpresado en el 15-30% de los carcinomas
mamarios y tiene una sensibilidad del 10% en
estadio | y de 50% en estadio IV. La proteina
codificada por este oncogen, HER-2/neu es una
proteina muy especifica en suero (niveles normales
<15 ng/ml) que rara vez se observa en patologia
benigna, exceptuando cirrosis o0 hepatopatias
severas. Su determinacion se asocia con factores
prondsticos del cancer de mama, asi como con la
extension local (ganglios) o a distancia. La
determinacion sérica tiene interés en el diagnoéstico
precoz de recidiva y en la monitorizacion terapéutica,
complementando al CEA y CA 15.3. Ademas, la
determinacion de este marcador en suero esta
relacionado con su expresién tisular. El estudio
tisular de HER-2/neu (FISH) es de utilidad como
factor predictivo de respuesta a tratamientos que
inhiben la proliferacion de las células que sobre
expresan este oncogén.

e Cancer de pulmon

En Europa, representa el 21% de las neoplasias malignas en
hombres y el 29% de las muertes por cancer siendo la
supervivencia a los 5 afios de tan solo el 13%. La elevada
mortalidad se asocia a tres factores: diagnostico tardio, tipo
histologico y edad y estado funcional del paciente que impide
en muchas ocasiones la reseccion radical. Los principales
marcadores tumorales utilizados en el seguimiento de cancer
de pulmédn son NSE, ProGRP, CEA, SCCy CYFRA 21.1

Existen distintos tipos histolégicos de cancer de pulmén:
microcitico (células pequefas) y no microcitico.

El cancer de pulméon no microcitico comprende
principalmente tres tipos histoldgicos: adenocarcinoma,
carcinoma escamoso y carcinoma indiferenciado de células
grandes. Los adenocarcinomas son el tipo histolégico mas
frecuente en mujeres y en individuos no fumadores y el
carcinoma escamoso en fumadores. Los MT utilizados en
cancer de pulmén no microcitico son CEA, CYFRA 21-1y
SCCy el CA 125 en menor medida.

El cancer de pulmén microcitico representa el 25% de las
neoplasias pulmonares y es un tumor agresivo, de rapido
crecimiento y metastasico, pero sensible a quimioterapia y
radioterapia. Es una neoplasia asociada a la diferenciacién
neuroendocrina, de ahi que se estudie con marcadores como
la NSE y el ProGRP.

La especificidad de los marcadores utilizados para el cancer
de pulmén es superior al 90% una vez se han excluido las
posibles patologias benignas que pueden elevar dichos
marcadores (insuficiencia renal y patologia hepatica). En
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cuanto a la sensibilidad, la combinacion de CYFRA, CEA y
SCC en no microcitico; y NSE y ProGRP en microcitico
permite obtener una sensibilidad del 80% en estadios I-11l y
del 90% en estudio IV.

Marcadores tumorales en cancer de pulmén

CYFRA 21-1: es el marcador mas sensible de

carcinoma de pulmoén, pero tiene como
inconveniente que no es especifico para ningun tipo
histolégico.

CEA: es el segundo MT més sensible para esta
neoplasia y alcanza mayores concentraciones en los
adenocarcinomas.

SCC: es un marcador de menor sensibilidad, pero es
mas especifico ya que su elevacién indica casi con
certeza un carcinoma no microcitico de tipo
escamoso.

NSE y ProGRP: son mas utilizados en el caso de
carcinomas microciticos. La enolasa tiene una
sensibilidad que varia segun el estadio tumoral y se
utiliza en combinacién con otros marcadores. El
péptido liberador de progastrina o ProGRP es un
péptido precursor del GRP, un neuropéptido que
participa en la sefalizacién celular. Tiene mayor
sensibilidad y especificidad que la enolasa y su
mayor fuente de falsos positivos se da en la
insuficiencia renal. En general niveles superiores a
100 pg/dL en carcinomas de pulmén indican cancer
de pulmén microcitico.

La histologia es muy importante en el diagndstico del cancer
de pulmén, ya que tiene implicaciones terapéuticas y
prondsticas, pero el diagndstico no siempre es facil. Hay tres

marcadores tumorales claramente relacionados con el tipo
histolégico y pueden ser considerados como marcadores
clave: SCC, ProGRP y NSE. Incrementos séricos de SCC
indican carcinoma no microcitico con una probabilidad del
99% (excluyendo insuficiencia renal o enfermedad
dermatoldgica). Mientras que elevaciones de NSE y ProGRP
orientan hacia carcinoma microcitico.

CEA CYERA 21-1 SCC NSE ProGRP
N
>5ng/mL >3,3 ng/mL >2 ng/mL >25 ng/mL >50 ng/mL
CPM 175 48% 42,9% 0% 65,1% 76,6%
ADC 205 69.8% 53,7% 8,3% 8,8% 8,8%
ESC 182 42,3% 70,3% 41,2% 13,1% 24, 7%
CPNM
CICG 19 26,3% 52,6% 10,5% 15,8% 21,1%
TOTAL 406 46,1% 58,8% 20% 12,5% 18%

Tabla 5. Sensibilidad de los MT en pacientes con cancer de pulmén al diagnéstico. Adaptado de: Molina R, 2010.
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INTRODUCCION. GLICOSILACION DE PROTEINAS.
TIPOS DE GLICOPROTEINAS

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) son los
cambios quimicos que las proteinas pueden sufrir después
de su traduccion. Se ha estimado que hasta el 80% de todas
las proteinas eucariotas presentan algun tipo de MPT. Una
de las MPT mas relevantes es la glicosilacion.
Aproximadamente la mitad de las proteinas que se expresan
en una célula experimentan esta modificacion, que implica la
adicion covalente de porciones de azlcar a aminoacidos
especificos. La glicosilacién es la MPT que mas contribuye a
aumentar la diversidad del proteoma. Casi todos los
aspectos de la glicosilacion se pueden modificar y presentan
amplia heterogeneidad: el enlace glucosidico (el sitio de
union del glicano); la composicion, estructura y longitud del
glicano.

La glicosilacién proteica es el proceso de adicion serial de
carbohidratos a una proteina. Se trata de un proceso
enzimatico y de ensamblaje que se realiza en organelas
celulares como el reticulo endoplasmico y el aparato de
Golgi'. El azlcar primigenio que posteriormente se unird a la
proteina que esta siendo traducida en los ribosomas, es
sintetizada en el reticulo endoplasmico; la glicoproteina
podra entonces modificarse y ensamblarse en el aparato de
Golgi, en un proceso denominado maduracién.

Durante los procesos que ocurren en la glicosilacion de
proteinas intervienen dos grupos claves de enzimas
conocidas como glucosiltransferasas y glicosidasas.

Las enzimas pertenecientes a la familia de las
glucosiltransferasas transfieren un monosacarido desde un

sustrato donante, al que se unen débilmente, hasta un
sustrato aceptor mediante el cual se adhieren por un enlace
glicosidico fuerte. Segun el azlcar transferido, la secuencia
que es reconocida en el aceptor (sitio de unién) y el enlace
que presenten, estas enzimas se dividen en diferentes
grupos (Tabla 1).

Las enzimas que pertenecen a la familia de las glicosidasas
rompen el enlace glicosidico entre dos monosacaridos,
acortando la cadena que forma el azlcar. Actian
secuencialmente y son especificas del aztcar que eliminan.
Al contrario que la anterior familia de enzimas, se generan en
concentraciones estables y no originan competencia,
produciendo siempre los mismos cortes secuenciales.

PROCESO DE LA GLICOSILACION
e FEtapas de laglicosilacion:

— N-glicosilacién

1. Ensamblaje del intermediario:
El intermediario glicosidico es la base del azicar que forma
parte de glicoproteina, y es la primera molécula que se
ensambla en la capa citoplasmica de la membrana del
reticulo endoplasmico. Este primer intermediario se une a un

lipido que es el dolicol pirofosfato, al que se van a unir
monosacaridos mediante enlace glicosidico.

2. Proceso de ingreso del intermediario al lumen
del RER:

La molécula de dolicol fosfato unida al aztcar, cambia su
conformacion, girando sobre si misma, quedando en la cara
luminal del reticulo.

NOMBRE AZUCAR TRANSFERIDO ORGANULO
Manosiltransferasa Manosa Reticulo endoplasmatico
Galactosiltransferasa Galactosa Reticulo endoplasmatico
Glucosiltransferasa Glucosa Reticulo endoplasmatico
Sialitransferasa Acido Sialico Golgi
Fucosiltransferasa Fucosa Golgi
N- acetilgalactominiltramsferasa N-acetil-galactosamina Golgi

N-acetilglusaminiltransferasa

N-acetil-glucosamina

Citoplasma-reticulo-Golgi

N-acetilnemanifiltransferasa

N-acetil-nemarosa Golgi

Tabla 1. Familia de las glucosiltransferasas. Tomada de: Jong et al, 1988.
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3. Unién ala proteina:

El intermediario formado se transfiere por una
glucosiltransferasa compleja a un residuo de asparragina de
la proteina que se estd traduciendo, por un enlace N-
glicosidico (glicosilacion co-traduccional).

4. Modificacién en el reticulo:

Se activan las glicosidasas que tienen la funcién de separar
los tres Gltimos residuos de glucosa y la dltima manosa. La
eliminacion de estas Ultimas y la secuencia de tres manosas,
gue aun permanecen unidas, actian como sefial para iniciar
el transporte de la glicoproteina desde el reticulo al aparato
de Golgi y asi terminar su maduracion.

5. Modificacién postraduccional en el aparato del
Golgi:

En los diferentes compartimientos del aparato de Golgi, esta
glicoproteina va a sufrir varias modificaciones vy
plegamientos. Se producen nuevos cortes en el aztcar por
medio de glicosidasas y las glucosiltransferasas se
encargaran de afiadirle nuevos monosacaridos. En el dltimo
compartimiento, se va afiadir siempre y en todas las
proteinas, un &cido sialico a cada extremo de cada una de
las ramas del azlcar. Esto se da en todas las glicoproteinas
ya que es la sefial indicativa del término de la maduracion,
de la modificacién y de transporte fuera de la célula.

— O-glicosilacion

Una de las principales diferencias entre la N-glicosilacion y la
O-glicosilaciéon radica en que en vez de ocurrir una unién por
un enlace N-glicosidico, se genera un enlace O-glicosidico;
y el lipido transportador del intermediario se halla en la
membrana del aparato del Golgi y no en el reticulo
endoplasmatico, por lo que el azGcar se unira a la proteina
una vez finalizada la traduccién. A continuacion, la proteina
sale del aparato de Golgi y se dirige hacia la membrana
celular por el sistema de vesiculas para ser secretada a su
destino.

SISTEMA DE REGULACION EDAM-EDEM DE LAS
GLICOPROTEINAS

El proceso de glicosilacion se encuentra muy regulado bajo
las directrices por sistemas EDAM-EDEM. En estos casos en
cuanto, se forma la parte de proteica de una glicoproteina en
el reticulo endoplasmico (RE) se le van a unir el intermediario
glucosidico (Figura 1). Y sobre esta estructura antes de viajar
al Golgi se van eliminar secuencialmente. Esta eliminacion
se da cédmo una sefial para que la glicoproteina ingrese en el
sistema Calnexina-Calreticulina de las chaperonas.
Formandose un complejo proteico que reduce
sustancialmente la posibilidad de formar agregados
aberrantes. Este complejo tiene la funcionalidad de revisar el
estado de plegamiento de la glicoproteina para determinar si
esta correcto?.

Si no estd plegada o formada correctamente, la
Glucuroniltransferasa (UGT-1) afiade una glucosa obligando
a la proteina a resociarse con la calnexina reteniéndola en el
RE con el fin que se ensamble correctamente. Si la proteina
no se logra reparar, se dirige hacia la via de degradacién
asociado al RE (ERAD, también conocido como ERAM), en
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el cual, elimina los residuos de manosa de la glicoproteina
generando su disociacion con la calnexina y su salida del
reticulo hacia el citosol para ser degradada por los
proteasomas®.

Cuando RE estéa bajo stress, para ayudar el ERAD actda otro
sistema conocido con EDEM, que se encuentra formado por
una serie de manosidasas que rompen las manosas de la
glicoproteina, acelerando y forzando su entrada en los
proteasomas, haciendo que se evite el acumulo de
glicoproteinas mal formadas en el RE, aliviando el stress,
manteniendo la capacidad funcional y secretora del RE“.

LA TRANSFERRINA COMO REFERENCIA EN LA
INVESTIGACION DE LOS DEFECTOS DE
GLICOSILACION

La transferrina (Tf) es una glicoproteina que transporta
hierro. El gen que codifica para esta proteina se encuentra
en el cromosoma 3 en el brazo corto entre 21-25, mide 3,5
kb, 17 exones o zonas codificantes.

La transferrina es una beta-glucoproteina circulante que se
sintetiza principalmente en el higado, aunque también se
puede encontrar en menor cantidad en otros tejidos como en
glandulas mamarias, nddulos linfaticos e inclusive en células
de Sertoli y macrofagos.

Posee un proceso de N-glicosilacion de la transferrina es
similar al de otras glicoproteinas séricas, por lo que se lleva
a cabo sobre residuos de asparagina (Asn). La primera etapa
inicia en el reticulo endoplasmico y la termina en el aparato
de Golgi, con la intervencion de un portador lipidico llamado
dolicol, sobre el que se sintetiza un oligosacarido precursor
que contiene nueve residuos de manosa (Man), tres residuos
de glucosa (Glc) y dos residuos de N-acetil glucosamina
(GIcNACc)S.

Ira al golgi

Mal ¢———— Transferrina ——— Bien
dlicosilada dlicosilada

EDEM, ERAM

RER

Figura 2. Glicosilacion en célula normal, la transferrina puede
glicosilarse mal, pero el sistema EDEM y ERAM consiguen
corregir o eliminar toda la transferrina mal glicosilada.
Tomada de: Garrido-Allepuz, 2008.
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GLICOSILACION E ISOFORMAS DE LA TRANSFERRINA

El proceso de ensamblaje debe ser correcto en la
glicosilacion para que la proteina presente una funcionalidad
adecuada y ademas el hierro para pueda unirse a la
transferrina, puesto que, las cadenas de azlcares de cada
lado se van a plegar para formar los puntos de unién al hierro.
Las cadenas pueden contener de O a 8 residuos de acidos
sialico que da origen a la heterogeneidad de la molécula de
la transferrina, generando asi a la diferentes isoformas con
variaciones en su punto isoeléctrico de 0,1 unidades por cada
residuo de acido sialico®.

A nivel de torrente sanguineo la isoforma mas abundante de
la transferrina es la que posee 4 residuos de acido sidlico,
conocida tetrasialotransferrina. A medida que la proteina
envejece, los residuos de acidos sialicos, se desprenden por
el debilitamiento de los enlaces. En el momento que la
transferrina queda limitada a tres acidos sialicos, llamada
trisialotransferrina, es captada por receptores en los
hepatocitos, se internaliza y es destruida y reciclada. La
isoforma pentasializada de la transferrina se sabe que se
produce al afiadirse por error un quinto residuo de acido
sialico al final del proceso de maduracion, pero no interfiere
en la funcion de esta glicoproteina por el cual no es
degradada por los sistemas de correccion, esta isoforma
carece de significado clinico o patolégico conocido. Y
finalmente debido al envejecimiento de la proteina o por
alteraciones metabdlica pueden producirse otras isoformas
debido a la pérdida de residuos de &cido sialico:
disialotransferrina, Monosialotransferrina y Asialotransferrina
con dos, uno y ningun residuo de acido sidlico
respectivamente (Figura 2).

INTERES CLINICO DE LA GLICOSILACION Y SUS
DEFECTOS

Se han descrito algunos tipos de patologias ya asociadas hoy
en dia que se utilizan de gran importancia clinica:

e Deteccion de pérdidas de LCR

Mas del 80% de los casos de rinorrea y otorrea de LCR
resultan de lesiones traumaticas en la cabeza, y el resto por
causas no traumaticas como tumores, defectos congénitos o
infecciones. La deteccion temprana de la pérdida de LCR
puede prevenir complicaciones neuroldgicas’.

Se deberia sospechar la presencia de fistulas en pacientes
gue presentan secreciones nasales o en el oido
(intermitentes o permanentes), similares al agua, que pueden
ser confundidos con rinitis u otitis.

El LCR llena el espacio subaracnoideo bafiando el cerebro y
la médula espinal. Si las membranas que rodean el sistema
nervioso central (SNC) estan dafiadas, el LCR puede
escaparse del espacio subaracnoideo a través de la nariz o
del oido:

La rinorrea por pérdida nasal de LCR, puede deberse a una
fistula entre el espacio subaracnoideo y la cavidad nasal o
entre el espacio subaracnoideo y el oido medio o cavidad
mastoidea.

Los pacientes con rinorrea pueden adquirir una infeccion
que, a través de la fistula, se transmita al espacio

A higher-sialylated transferrin isoform,

Sialic- Sialic- Sialic- Sialic- Sialic-
acid acid acd  acid acid
Pentasialo-Fe -
Transflerrin
‘ Fe'
N | | C

The quantitatively most important non-CDT isoform.

Siakic- Sialic-  Sialic- Sialic-
acid acid acid acid
Tetrasialo-Fe -
Transferrin
Fe'*
N | C
A CDT or anon-CDT isoform?
Sialic- Sialic- Sialic-
acid acid  acid
Trisialo-Fe;- Galactose
Transferrin !
N | C
The quantitatively most important CDT isoform.
Sialic- Sialic-
acid acid
Disialo-Fe,- : :
Transferrin ; !
Fe** Fe'* H
N | ; C
The quantitatively second most important CDT iseform.
Asialo-Fe,-
Transferrin : : 3 !
Fe'™* \‘E’ Fe™ \’;,
N | ; | : C

Figura 2. Microheterogeneidad de transferrina sérica
humana atribuible al diferente grado de sialilacion de las
cadenas de N-oligosacaridos. Tomado de: Arndt, 2001.
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subaracnoideo dando lugar a graves meningitis recurrentes
y/o encefalitis.

La otorrea u otorraquia por secrecion o pérdida de LCR
dentro del oido medio, indicaria una comunicacion entre el
oido medio y el espacio subaracnoideo. El riesgo de padecer
una otorrea de este tipo consiste en sufrir episodios de otitis
media seguidos de meningitis recurrentes con pérdida de
audicion.

e Hepatopatias relacionadas al alcoholismo

La presencia de un dafio hepético produce la aparicion de las
isoformas hipoglicosiladas e la transferrina o con déficit de
acido sidlico, formas de transferrina deficiente en &cido
sialico: CDT, asialotransferrina, monosialotransferrina y
disialotransferrina en suero®.

Esta CDT mide el efecto de dicho dafio, tomando en cuenta
que tiene una vida media de 15 dias. Las Hepatopatias
ligadas a la ingesta del alcohol, la CDT mide el efecto
acumulado de este consumo, que se puede manifestar tras
la ingesta regular de 59 a 80 g. de etanol durante el dia, o al
menos, una semana normalizandose tras 15 dias de
abstinencia®.

e Sindrome de glicoproteinas deficientes en
carbohidratos

Es un sindrome multisistémico con una herencia autosémica
recesiva. Se caracteriza clinicamente por retraso psicomotriz
y mental, neuropatia periférica, hepatopatia temprana,
nefropatia, anormalidades en la coagulacion y tejidos
cardiaco, adiposo, piel y esqueleto.

Desde el punto de vista bioquimico, el sindrome de
glicoproteinas deficientes en carbohidratos (SGDC), afecta
con mayor intensidad a la Transferrina que a otras
glicoproteinas, lo que conduce a valores extremadamente
altos de TDC en todos los pacientes. También, esta
incrementado en el 25% de los portadores sanos
(heterocigotos)?©.

Teniendo en cuenta la clinica y los patrones electroforéticos
de la TDC se han descrito cinco tipos de SGDC:

- Tipolaylb

Ambos poseen el mismo patron caracterizado por dos
bandas anormales, que corresponden a las isoformas
disialotransferrina y la asialotransferrina. En estas moléculas
se produce la pérdida completa de la cadena glucidica y no
s6lo del acido sidlico. Se diferencian por el enzima deficitario;
el tipo la es deficiente en fosfomanomutasa (PMN) y el tipo
Ib en fosfomanosa isomerasa (PMI). Hay que sefialar que
pacientes alcohdlicos y portadores de galactosemia sin tratar
pueden presentar un patrén similar.

- Tipoll

La banda tetrasialotransferrina es sustituida por una banda
ancha de disialotransferrina. Aqui no se produce la pérdida
total de la cadena glucidica sino del &cido sialico y de los dos
primeros gliucidos. Se caracteriza por un déficit de N-
acetilglucosaminiltransferasa Il. No obstante, la intolerancia
hereditaria a la fructosa puede dar un patrén de transferrina
indistinguible de los SGDC tipo Il
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- Tipo lll

En el patrén electroforético se observa un ligero aumento de
las fracciones tri-, di-, mono- y asialotransferrina.

- Tipo IV

No se observa la banda de asialotransferrina caracteristica
del tipo 1.

e (Gestacion y Preeclampsia

El embarazo provoca importantes adaptaciones en la
fisiologia y el metabolismo maternos. Durante el progreso de
la gestacion, los niveles de concentracion de numerosos
parametros bioquimicos divergen radicalmente de los
encontrados en mujeres no embarazadas. Ademas de los
cambios hormonales bien establecidos, también se ven
influidas muchas proteinas plasmaticas; por ejemplo, las
concentraciones de albdimina disminuyen con la gestacion.
La concentracion de la proteina transportadora de hierro
transferrina aumenta durante el embarazo, y esto se
acompafia de un cambio en la microheterogeneidad de la
transferrinall. Durante el embarazo, hay un cambio hacia
una mayor proporcion de glucanos altamente ramificados y
altamente sialilados. La importancia fisiolégica de este
fendmeno no esta clara, pero se ha propuesto que facilita el
suministro de hierro a la placenta para asegurar un
suministro adecuado para el crecimiento fetal®?.

Uno de los mecanismos principales en la patogenia de la
preeclampsia es el de la insuficiencia placentaria debida a
una remodelacién deficiente de la vasculatura materna de
perfusién en el espacio intervelloso. En un embarazo normal,
el citotrofoblasto fetal invade las arterias uterinas espirales
maternas reemplazando el endotelio, y las células se
diferencian en citotrofoblastos endotelioides’S.

En la paciente predestinada a desarrollar preeclampsia,
dichos defectos en este proceso de transformacién vascular
aun no del todo comprendidos conducen a una entrega
inadecuada de sangre a la unidad utero-placentaria en
desarrollo e incrementa el grado de hipoxemia y estrés
oxidativo en reticulo endoplasmico a nivel celular'4.
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INTRODUCCION

Se entiende por rinorrea la descarga de una secrecion
mucosa, serosa o purulenta por las narinas o coanas. Un
caso particular de rinorrea es la rinorraquia, una condicién
debida a la existencia de una fistula 0 comunicacion entre el
espacio subaracnoideo y la cavidad nasal que se traduce en
la salida del liquido cefalorraquideo (LCR) por la nariz.
Aunque la rinorraquia es més frecuente por la fragilidad del
hueso etmoides, también puede producirse comunicacion
con la cavidad auditiva, en cuyo caso hablamos de
otorraquia.

Asi, la fistula de LCR es una entidad clinica de vital
importancia, pues las cavidades nasal y auditiva cuentan con
una flora bacteriana que eventualmente podria penetrar por
la fistula produciendo infecciones. De acuerdo con Morales
C., el 80% de los pacientes portadores de fistulas de LCR
terminan por presentar un cuadro de meningitis bacteriana?,
siendo mas frecuente en aquellas debidas a un traumatismo.
Ademas de la citada causa traumatica, este espacio puede
ser consecuencia de:

- Complicaciones quirargicas del seno nasal.
- Ciertos defectos congénitos.

- Apnea del suefio que genera un aumento de la
presion intracraneal (PIC) y recibe el nombre de
rinorrea espontanea del LCR.

GENERALIDADES DEL LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El liquido cefalorraquideo es una solucion compleja que
rodea el encéfalo y la médula espinal y se sintetiza
principalmente en los plexos coroideos, aunque cierta parte
tiene su origen en las células ependimarias que revisten las
superficies de los ventriculos cerebrales.

Mantener un adecuado volumen de liquido cefalorraquideo
resulta fundamental debido a su funcién amortiguadora,
oscilando éste entre 90 y 150 ml en adultos mientras que en
neonatos varia en un rango de 10 a 60 ml. Ademas de
amortiguar posibles traumatismos, proporciona estabilidad
mecanica y sostén al encéfalo, contiene sustancias nutritivas
y elimina desechos derivados del metabolismo del Sistema
Nervioso Central (SNC).

En lo que respecta a su apariencia, el liquido cefalorraquideo
normal es transparente, cristalino (“agua de roca”). A nivel
bioquimico, los principales parametros de interés son las
proteinas, el lactato y la glucosa. En la Tabla 1 se especifican
los valores de referencia del liquido cefalorraquideo en
nuestro hospital.
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Analito Unidades Rango de referencia
Proteinas g/L 0.15-0.45

Lactato mmol/L 11-24
Glucosa mg/dL 40-70

Tabla 1. Valores de referencia de proteinas, lactato y
glucosa en LCR. Elaboracion propia.

El 80% de esas proteinas proviene del plasma, llegando al
SNC por difusion pasiva a favor del gradiente principalmente.
Asi, que una proteina atraviese la barrera hematoencefalica
desde la sangre al LCR va a depender de varios factores:

- Constantes fisicoquimicas: Masa molar, carga
eléctrica.

- Concentracion en el plasma.
- Estado funcional de la barrera hematoencefalica.

El 20% restante de las proteinas del liquido cefalorraquideo
se originan por sintesis intratecal.

Por su parte, el &cido lactico tiene utilidad como marcador de
hipoxia y para el diagnéstico diferencial de meningitis
bacteriana o no bacteriana. Finalmente, el tercer parametro
bioquimico, la glucosa, debido a su tradicional empleo como
marcador de LCR se analizara con detenimiento a lo largo
del presente capitulo.

DIAGNOSTICO CLINICO

Ante la sospecha de rinorraquia es necesaria una correcta
anamnesis y un examen fisico completo del paciente. Los
pacientes con fistula activa suelen presentar cefalea,
anosmiay vértigo, aunque el signo mas caracteristico de esta
patologia es el llamado “signo del reservorio”, que consiste
en la salida de liquido por las narinas al mover la cabeza.

El principal objetivo diagnostico es, en cualquier caso,
confirmar que realmente se trata de liquido cefalorraquideo
o si, por el contrario, la secrecion tiene otro origen. Para ello,
los clinicos cuentan con pruebas de imagen, dinamicas y de
laboratorio. En las de imagen destacan el TAC y la
resonancia magnética. Con el TAC se valora el componente
6seo mientras que la resonancia permite ver el estado de la
fistula y el parénquima. El principal estudio dinamico es la
cisternografia, en la que mediante una puncién lumbar, se
inyecta material radiactivo en la columna del paciente que
permite ver si el liquido se esta filtrando hacia el exterior.
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En la mayoria de los casos, estos estudios no permiten el
diagnostico definitivo, siendo las pruebas de laboratorio las
que finalmente confirman el diagnoéstico de rinorraquia.
Tradicionalmente se ha usado la glucosa como criterio
orientativo hacia liquido cefalorraquideo, por el hecho de que
las secreciones nasales no contienen glucosa y el liquido
cefalorraquideo, al ser un ultrafiltrado del plasma, si. No
obstante, la determinacion de glucosa en si misma no
permite el diagndstico de rinorraquia, pues en aquellos casos
en que la secrecion se contamina con sangre pueden
producirse falsos positivos.

Dado que no existe un algoritmo diagnostico claro y que en
muchos centros no se cuenta con el equipamiento necesario
para confirmar la pérdida de liquido cefalorraquideo, en
muchas ocasiones se sigue recurriendo a cirugia para tratar
de hallar el defecto, con los riesgos que ello conlleva. Es por
ello que resulta fundamental hacer una revision de los
principales marcadores de liquido cefalorraquideo con los
gue se cuenta en la actualidad.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Los tres pilares en los que se sustenta el diagndstico de
laboratorio en casos de rinorraquia son la glucosa, la beta
traza y la beta2-transferrina.

e Glucosa

La glucosa presente en el liquido cefalorraquideo llega a
través de la barrera hematoencefalica por difusion facilitada
y transporte activo. Es por ello que su concentracion en LCR
va a depender directamente de su concentracion en plasma.
Asi, un aumento de concentracion de glucosa en plasma,
como ocurre en pacientes diabéticos, podria encubrir una
disminucion de la glucosa en liquido cefalorraquideo. Del
mismo modo, encontrar glucosa disminuida en el liquido de
un individuo hipoglucémico podria ser Gnicamente un efecto
de la baja concentracion plasmatica de la misma y no un
rango alterado en el liquido de interés. Otra interferencia
comin se da tras punciones traumaticas donde la
contaminacion con sangre eleva la glucosa en el liquido.

La concentracion de glucosa en el liquido problema se mide
por medio de tiras multirreactivas que se basan en la
reaccion enzimatica especifica de la glucosa oxidasa. Esta
enzima genera peroxido de hidrogeno que oxida a un
cromoforo en presencia de peroxidasa, generandose un
compuesto coloreado. En condiciones normales tanto de
flujo de glucosa por la barrera hematoencefalica como de
consumo habitual de la misma, su concentracién es
aproximadamente dos tercios de la concentracién en sangre
periférica.

Un estudio revelé la detecciéon de glucosa como criterio
diagnostico indicativo de rinorraquia presenta una
sensibilidad del 57%, una especificidad del 88%, un VPP de
81%, un VPN de 69.5% y una precision diagnostica del 73%,
estableciéndose las pruebas de imagen o la inyeccion
intratecal como métodos diagnosticos de referencia en la
identificacion de la fistula?. Es por ello que es necesario
explorar otras pruebas de laboratorio que permitan el
establecimiento de un diagndstico de confianza.

° Beta traza

La prostaglandina D sintasa de tipo lipocalina es responsable
de la biosintesis de prostaglandina D2 en el sistema nervioso
central y los 6rganos genitales, secretandose en el liquido
cefalorraquideo y plasma seminal como beta traza. Es la
proteina méas abundante en LCR tras la albdmina.

Se trata de un miembro de la familia de las lipocalinas, una
familia compuesta por varias sustancias que comparten una
estructura comun definida por la union de ligandos lipofilicos.
Ademas de intervenir en la contraccion y relajacion del
musculo liso, actia como neuromodulador y marcador tréfico
en el SNC. Su interés clinico radica en que es el principal
polipéptido constituyente del liquido cefalorraquideo.

La beta traza fue introducida por Felgenhauer como
marcador de liquido cefalorraquideo debido a que su
concentracién normal es 35 veces mayor que en el suero y
ademas no se encuentra en lagrimas y en secreciones
nasales. De ahi se deduce su utilidad como marcador de
liquido cefalorraquideo.

No obstante, se dan dos contextos clinicos en los cuales los
niveles de beta traza pueden verse alterados; por un lado, el
aumento de su concentracion en pacientes con alteraciones
renales tal como establece Priem? en el afio 1999y, por otro,
la disminucion de su concentracién en pacientes con
meningitis bacteriana de acuerdo con la revisién de Dorta-
Contreras* en 1998. En el estudio realizado por Meco® en
2003, los pacientes con una reduccion de la filtracion
glomerular presentaban una concentracion de beta traza al
menos 25 veces mas elevada en suero y 7 veces mas
elevada en liquido cefalorraquideo que los pacientes sanos.
Sin embargo, en los pacientes con meningitis bacteriana la
concentracion de beta traza se encontraba cinco veces mas
reducida. Por ese motivo, es fundamental interpretar los
datos de laboratorio siempre teniendo presente el contexto
fisiopatoldgico y la historia clinica del paciente.

En lo que respecta a su deteccion cabe destacar el método
nefelométrico, que se basa en el empleo de particulas de
poliestireno cubiertas con anticuerpos antiproteina humana.
Se requiere un minimo de 150 microlitros de muestra y se
pueden llegar a aceptar diluciones a 1.5 de liquido
cefalorraquideo. Las principales ventajas de esta técnica son
su rapidez y la automatizacion del proceso. Sin embargo, al
tratarse de una técnica cuantitativa, es controvertido el
establecimiento del corte a partir del cual la concentracion de
beta traza es indicativa de liquido cefalorraquideo.

Petereit® establece que su sensibilidad y especificidad por
nefelometria, al compararla con el método de referencia
(electroinmunoensayo), es del 92% 'y  100%.

e Beta2-Transferrina

Para comprender la utilidad de la beta2-transferrina como
marcador de liquido cefalorraquideo es preciso hacer un
breve recorrido por las principales caracteristicas de las
fracciones proteicas, tanto de suero como de liquido
cefalorraquideo.

Las proteinas son moléculas anféteras: su carga neta
depende del pH del medio. Generalmente la separacién de
proteinas se hace en medio basico, donde la mayoria

79



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

adquieren carga negativa. Es por ello que cada proteina va a
migrar hacia el anodo o polo positivo en funcién de su carga
y tamafio: a mayor carga y menor tamafio, mayor migracion.

Cuando sometemos el suero a un campo eléctrico,
encontramos la albumina como banda mas anddica y
marcada, al ser la proteina de menor tamafio y mas
abundante, pues supone aproximadamente el 50% del total
de proteinas plasmaticas (Figura 1). La fraccion globulina, a
su vez, esta compuesta de globulinas a1, a2, B, y y. Estas
fracciones pueden evidenciarse usando electroforesis de
proteinas, obteniéndose las siguientes bandas y
proporciones relativas, de acuerdo a los valores de
referencia utilizados en nuestro hospital (Tabla 2).

# — Albumina |
a1
a-2

— B [
B-2 |

~ Gamma /

Figura 1. Electroforesis de proteinas en suero. Tomado
de: La Rosa C, 2021.

De esta manera, la fraccion proteica del suero presenta las
siguientes bandas:

- Banda de alblmina.

- Bandade a1-globulinas: que incluye a1-antitripsina,
a1-glicoproteina acida, a1-lipoproteina, transcortina
y al-fetoproteina.

- Banda de oa2-globulinas: formada por a2-
macroglobulina, ceruloplasmina y a2-haptoglobina.

- Banda de B1-globulinas: formada por transferrina y
hemopexina.

- Banda de [2-globulinas: que incluye [(2-
microglobulina y las proteinas del complemento C3,
C4.

- Banda de Y-globulinas: 1gG, IgA, IgM, IgD, IgE.

Por otro lado, cuando se somete el liquido cefalorraquideo a
un campo eléctrico vamos a encontrar un proteinograma
similar al de suero pero con algunas diferencias que, en el

Fraccion proteica Porcentaje relativo (%)
Albdmina 50-60
al 4-8
a2 8-10
B1+p2 10-15
v 15-20

Tabla 2. Fracciones proteicas del suero y sus
porcentajes relativos. Elaboracién propia.
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caso de la revisién que nos compete, pueden resultar muy
Utiles de cara a poder identificar como cefalorraquideo un
liquido de origen incierto.

En primer lugar, la electroforesis de liquido cefalorraquideo
se caracteriza por una disminucion en la riqueza de las
bandas de precipitacion. Asimismo, hay una mayor
frecuencia de aparicion e intensidad de la banda de
prealbumina que en el caso del suero. La region a1l es
bastante similar al suero, pero en la a2, sin embargo, la
pobreza en las lineas se va a hacer mas evidente y es debido
a que en la electroforesis de LCR no se aprecia
escalonamiento en esta zona de las tres lineas
correspondientes a a2-macroglobulina, ceruloplasmina y
haptoglobina, ya que no aparece la linea de la a2-
macroglobulina y las otras dos aparecen muy débilmente. En
la regién Y se observa la banda de precipitacion de la 1gG.

Sin embargo, la diferencia mas notable entre ambos
proteinogramas radica en la regién 8, donde se hace muy
notable el doble trazo de la transferrina correspondiente a la
alta concentracion de la isoforma de transferrina con
movilidad 32 que existe en liquido cefalorraquideo (banda 6,
Figura 2), donde ademas la concentracion de proteinas del
complemento es baja.

S LCR
7
< 6
- 5
N .
3
-
o

A

PT . 36.4 mg/dl

Figura 2. Diferencias en la electroforesis de suero y liquido
cefalorraquideo. Adaptado de: Dorta-Contreras A et al,
2009.

ISOFORMAS DE LA TRANSFERRINA

Como se ha visto en el apartado anterior, la principal
diferencia entre el proteinograma en suero y en liquido
cefalorraquideo corresponde a la doble banda de migracion
de la transferrina que, cuando atraviesa la barrera
hematoencefalica, pierde los residuos de sidlico adquiriendo
una movilidad distinta a la que presenta en suero.

La transferrina es una glicoproteina transportadora de hierro
(Fe3*) sintetizada y metabolizada en los hepatocitos. Consta
de una Unica cadena polipeptidica con 679 aminoacidos y de
dos Iébulos con estructura similar e independientes para fijar
el ion férrico. Presenta, asimismo, dos cadenas complejas
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enlazadas a los residuos de asparagina en las posiciones
413 y 611 del dominio C-terminal por N-glicosilacion. Estas
dos cadenas de oligosacaridos varian en su grado de
ramificacion, pudiendo presentar cada una de ellas entre dos
y tres cadenas externas o antenas con un residuo de sialico
en posicidon terminal. Es, precisamente, el numero de
residuos de sialico lo que determina las diferentes isoformas
de la transferrina y, por tanto, también su distinta movilidad.

e Transferrina tetrasializada

Es la isoforma de transferrina mayoritaria tanto en suero
como en liquido cefalorraquideo, cuenta con cuatro residuos
de sidlico y migra en la region 31.

e Disialotransferrina

Se trata de una forma atipica presente en hepatopatias
alcohdlicas. El alcohol altera la actividad de la enzima sialil-
transferasa, responsable de la adicién de acido N-acetil
neuraminico a la transferrina, lo que deriva en la formacién
de una transferrina con dos residuos de sialico. Esta isoforma
adquiere una movilidad intermedia entre 31 y B2 que puede
llevar a interpretaciones erréneas. Es por ello que se
recomienda siempre procesar simultdneamente el liquido a
identificar junto con suero del mismo paciente.

e Transferrina desializada

También llamada proteina tau o [(2-transferrina. La
transferrina tau es una forma de transferrina desializada
presente en liquido cefalorraquideo que se forma por:

- Accion de una neuroaminidasa del SNC: se produce
la internalizacion de la proteina mediante
receptores para la transferrina nativa situados en
las células endoteliales de los capilares cerebrales,
con la consiguiente desializacién de la misma y su
posterior liberacion al espacio extracelular.

- Sintesis intratecal: se ha aislado ARNm que codifica
para transferrina en células del epitelio coroideo.

La transferrina con movilidad tau o desializada supone entre
un 15 y un 20% del total de la transferrina en liquido
cefalorraquideo, pues auin en liquido cefalorraquideo la
isoforma nativa con movilidad B1 sigue siendo la mas
abundante.

DETECCION DE LA BETA2-TRANSFERRINA EN EL
LABORATORIO

Las dos formas de transferrina se separan muy bien en la
electroforesis, apareciendo mas anddicamente la nativa (31
transferrina) y maés catddicamente la transferrina-1 (B2
transferrina), por la pérdida de residuos de acido sialico.
Puesto que la transferrina-t se forma por accion de la
neuraminidasa en el SNC, la presencia de B2-transferrina
permite la identificacion del liquido problema como liquido
cefalorraquideo.

Primero se lleva a cabo la separacion electroforética de las
proteinas sometiéndolas a un campo eléctrico, con la
consiguiente migracion de estas hacia el anodo. Después, se
procede a su fijacion y revelado para identificar su presencia
y separacion. Finalmente, se cuantifican las fracciones
electroforéticas mediante  fotbmetros especiales o

densitdmetros, que van a cuantificar el colorante fijado a
diferentes distancias del punto de aplicacion y asi
representar graficamente la separacion.

Para la deteccion de tau en el laboratorio puede utilizar el kit
HYDRAGEL 6 32 TRANSFERRIN(E) de Sebia®©. Este test
esta pensado para la separacion electroforética de las tres
isoformas de [2-transferrina: sializada, parcialmente
sializada y desializada. Tras la separacion, se inmunofija un
anticuerpo anti-transferrina humana marcado con peroxidasa
que reacciona con todas las isoformas de la proteina. Este
equipo permite detectar la (2-transferrina hasta una
concentracion de 80 a 100 pg/L.

La interpretacién de la electroforesis se efectia en dos
pasos; un analisis cualitativo, en el que se observa si el
liguido problema presenta una banda en la zona de
migracion de la B2-transferrina y, en caso de que fuera
necesario, un andlisis cuantitativo mediante lectura
densitométrica.

e Andlisis cualitativo:

El andlisis visual de la electroforesis permite confirmar la
presencia de proteina tau en el liquido problema, siendo
positiva una muestra cuando la fraccién correspondiente a la
transferrina desializada (0-sialo) es mas intensa que la
fraccion sializada (2-sialo).

e Andlisis cuantitativo:

El analisis cuantitativo (Tabla 3) determina la proporcién de
0O-sialo respecto a la 2-sialo que existe en el liquido problema.
En cualquier caso, una muestra va a ser positiva cuando el
cociente 0-sialo/2-sialo del liquido problema sea superior a 1.

Si, por el contrario, el cociente es inferior o igual a 1 es
recomendable analizar nuevamente el suero del mismo
paciente para asi comparar el cociente 0O-sialo/2-sialo del
suero con el del liquido problema. En este caso:

- Si el cociente 0-sialo/2-sialo del suero es mayor o
igual que el cociente O-sialo/2-sialo del liquido
problema, la transferrina desializada proviene del
plasmay, por tanto, el resultado es negativo.

- Si el cociente 0-sialo/2-sialo del suero es inferior al
cociente O-sialo/2-sialo del liquido de secrecion, una
parte de la transferrina desializada procede del LCR
Yy, por ende, el resultado es positivo.

VALOR DIAGNOSTICO DE LA BETA2-TRANSFERRINA

McCudden® estudi6 63 muestras de pacientes con
diagndstico de fistula de LCR y las compararon con muestras
de pacientes sanos para asi valorar la sensibilidad y
especificidad de la beta2-transferrina. Encuentran una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 71%.
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. Liquido de .,
Cociente q L, Suero Conclusién
secrecion
0O-sialo/2-sialo >1 Andlisis no necesario Positivo
O-sialo/2-sialo del suero = 0-sialo/2-sialo del . L
L ., Negativo, contaminacion del plasma
liquido de secrecién
0O-sialo/2-sialo <1
0-sialo/2-sialo del suero < 0-sialo/2-sialo del Positivo, una parte de 0-sialo
liquido de secrecién proviene del LCR

Tabla 3. Interpretacion de los resultados de la densitometria en beta2-transferrina. Adaptado de: Sebia Hispania S.A, 2021.

Warnecke® y sus colegas analizaron la presencia de beta2-
transferrina en 182 pacientes con sospecha de fistula de
LCR. De esos 182 pacientes, 35 fueron positivos en beta2-
transferrina y 34 de estos pacientes fueron finalmente
diagnosticados de fistula de liquido cefalorraquideo
valiéndose de la historia clinica, cisternografia con
radionuclidos y visualizacion intraoperatoria como pruebas
para el diagnostico definitivo. Estos resultados exhiben una
sensibilidad y especificidad del 97% y 99%, junto con un VPP
y VPN del 97% y 99%.

Una de las principales ventajas que presenta esta técnica, es
que la proteina se mantiene estable fuera del organismo,
refrigerada a 4°C, por mas de 5 dias, por lo que tanto su
obtencion como el posterior andlisis podrian demorarse en
aquellos casos que haya dificultad para acceder a la técnica
0 sea haya que remitir la muestra a un laboratorio de otro
centro. Este hecho es muy importante, pues un resultado
negativo no podria atribuirse a una degradacién de la
proteina por demora en el procesamiento de la muestra.

En lo que respecta a las desventajas, el tiempo de
procesamiento es superior a 2 horas y se requiere personal
cualificado tanto para la realizacién de la técnica como para
la posterior interpretacién de los resultados.

CONCLUSIONES

Como se ha visto a lo largo del presente capitulo, tanto la
beta traza como la beta2-transferrina son dos marcadores
cuya elevada sensibilidad y especificidad hacen de ellos
herramientas Utiles y precisas a la hora de establecer el
diagnostico definitivo de fistula de liquido cefalorraquideo. El
hecho de decantarse por la realizacion de un método o de
otro va a depender de las capacidades y necesidades del
centro en cuestién, siendo ambas pruebas validas para el
objetivo que nos compete. No es asi en el caso de la
deteccioén de glucosa por medio de tiras multirreactivas, pues
su baja precision diagnéstica no permite asumir un
diagnostico con garantias, aunque es valida como
herramienta de cribado por su rapidez, accesibilidad y bajo
coste.
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INTRODUCCION

La prolactina es una hormona polipeptidica formada por 199
aminoé&cidos, con un peso molecular de 23 KDa. Esta
hormona es sintetizada y secretada principalmente por las
células lactotropas de la adenohipdfisis, en respuesta al
aumento de factores inductores como estrégenos, hormona
liberadora de tirotropina (TRH), factor de crecimiento
epidérmico y antagonistas dopaminérgicos. Es la Unica
hormona hipofisaria que esta sometida a control negativo por
el hipotalamo, con la secrecion de dopamina. En las mujeres,
la prolactina favorece la produccion de leche en las glandulas
mamarias y también estimula la sintesis de progesterona en
el cuerpo lateo, mientras que su funcion en los varones se
desconoce.?

En la circulacion sanguinea existen diferentes isoformas de
prolactina, siendo la forma activa la prolactina monomeérica.
La presencia de macroprolactina (isoforma de mayor peso
molecular y muy baja actividad biolégica in vivo) es una de
las causas principales que produce interferencias en la
determinacion y que, si no se identifica, puede dar lugar a
diagnosticos erréneos y manejo incorrecto del paciente.?

El objeto de este capitulo es realizar una revisién de la
utilidad e interpretacion de la determinacién de prolactina en
suero, describir las formas moleculares en las que se puede
encontrar y en especial, ofrecer un repaso méas exhaustivo
de una de ellas, la macroprolactina. Expondremos su posible
significacion clinica, los métodos de deteccion existentes y la
importancia que tiene su identificacion en el correcto
diagnéstico del paciente, mejorando asi su seguridad.

HIPERPROLACTINEMIA
e FEtiologia

La hiperprolactinemia es la hiperfuncion pituitaria mas
frecuente y puede deberse a diversas causas:

- Fisiolégicas: Embarazo, lactancia y estimulacion
mamaria, esfuerzo fisico, estrés e ingesta de alimentos.

- Patolégicas: Prolactinoma (causa mas frecuente y
representa el 30% de los adenomas hipofisarios),
disminucion de la inhibicion dopaminérgica, otros
trastornos hipotalamicos o hipofisarios y sindrome del
ovario poliquistico.

- Farmacoldgicas (causa mas frecuente de
hiperprolactinemia no tumoral): Consumo de
antieméticos, inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (ISRS), antipsicoticos, opiaceos,
antidopaminérgicos, estrégenos, etc.

- Otras causas: ldiopatica, mutacion en el gen PRLR,
hipotiroidismo primario, cirrosis y disminucion del
aclaramiento de prolactina, que puede ser debida a una
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insuficiencia renal créonica o a la existencia de
macroprolactinemia.

Respecto a la macroprolactinemia, como se vera mas
adelante, ésta no tiene un significado clinico directo, pero los
pacientes pueden ser diagnosticados erréneamente de
hiperprolactinemia mal clasificada como idiopatica.

e Clinica

La hiperprolactinemia, independientemente de la causa que
la produzca, interfiere en la secrecion pulsatil de la GnRH,
inhibiendo la secrecién de LH y FSH. Aunque la galactorrea
y la disfuncion reproductiva son las caracteristicas
fundamentales de la hiperprolactinemia patologica, se ha
observado que los sintomas producidos por esta entidad son
género especificos.

- Mujeres: Por orden de frecuencia, infertilidad,
oligomenorrea, hirsutismo, amenorrea y galactorrea.

- Hombres: Puede causar infertilidad, disminucién de la
libido y galactorrea.

En ambos sexos puede producir sintomas neurolégicos
como defectos del campo visual y dolor de cabeza, llegando
a causar osteoporosis en casos avanzados.

e Utilidad de la medicion de prolactina

La medida de prolactina en suero es uno de los pardmetros
bioguimicos utilizados con mayor frecuencia en el estudio de
pacientes con trastornos reproductivos. Otras indicaciones
para su determinacion son la sospecha de disfuncién o masa
hipofisaria y la monitorizacién de pacientes con tratamiento
antipsicotico (principalmente antidopaminérgicos).

e Condiciones preanaliticas

La prolactina posee ritmo circadiano aumentando a los 90
minutos de iniciado el suefio y permaneciendo elevada hasta
2 horas tras despertar, asi como secrecion pulsatil con
descarga cada 20-30 minutos. Ademas, se eleva
discretamente durante el pico ovulatorio. Todos estos
factores, asi como el hecho de que aumenta en ciertas
condiciones como el estrés o el esfuerzo fisico hacen
sospechar que la fase preanalitica va a tener gran
importancia en su determinacion e interpretacion. Se ha
desarrollado un protocolo preanalitico en el que se recogen
las condiciones id6neas para la extraccion de la muestra de
suero, con el que se ha demostrado que se reducen las
falsas hiperprolactinemias (Tabla 1).
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e  Estar despierto 2 horas antes de la extraccion, sin realizar ningun esfuerzo fisico

e Evitar una dieta rica en proteinas y grasas desde el dia anterior a la extraccion

e Evitar la estimulacién mamaria desde el dia anterior a la extraccion

e Estar 8-10 horas en ayuno antes de la extraccion

e No tomar medicamentos que pudieran elevar o disminuir la prolactina

e Estar relajado o haber descansado durante al menos 30 minutos antes de la extraccion

e No estar en situacion de estrés

Tabla 1. Condiciones idoneas para la extraccion de prolactina. Adaptado de: Robles Rodriguez JL et
al, 2010.

e Determinacion de prolactina e interpretacion

Actualmente la concentracién de prolactina en suero se mide
con inmunoensayos automatizados tipo sandwich. En la fase
de incubacion la prolactina reacciona con un anticuerpo de
captura unido a la fase sdlida y un anticuerpo de deteccion
marcado. Tras una fase de lavado para eliminar el exceso de
anticuerpos marcados no unidos, se mide la sefial generada,
cuya magnitud es directamente proporcional a la
concentracion de prolactina presente en el suero (Figura 1).

La mayoria de los inmunoensayos utilizados hoy en dia para
la determinacién de prolactina estan calibrados frente al
tercer estadndar internacional de la OMS 84/500. Sin
embargo, existe una falta de conmutabilidad entre métodos,
debido principalmente a las diferencias de especificidad de
los anticuerpos utilizados, por lo que los valores de referencia
son método-dependientes y deben ser establecidos en
funcién del mismo. También son especificos por sexo, siendo
mayores en mujeres. Beltran et al.® propusieron valores de
referencia en funcion del método utilizado (Tabla 2).

S

= Prolactina Ac de deteccion
Fase solida
Captura de Ac Ly
Incubacion y lavado
b

GENERACION DE

>jk | — SENAL
7 Y CUANTIFICACION

Figura 1. Esquema de un inmunoandlisis para la medicion
de prolactina. a: Etapa de incubacién; b: Etapa de
deteccién. Tomada de: Biagetti B et al, 2021.

Para la correcta interpretacién de un resultado elevado de
prolactina es necesario realizar un buen diagnéstico
diferencial, asi como considerar posibles factores
preanaliticos que provocan hiperprolactinemia. Se debe

conocer la historia clinica detallada del paciente para
detectar posibles causas, incluyendo su historia
farmacolédgica. Se recomienda realizar pruebas de funcion
tiroidea, hepatica y renal en todos los pacientes con
hiperprolactinemia y descartar el embarazo en mujeres en
edad fértil.

A pesar de que hay superposicion entre las concentraciones
de prolactina de etiologias diferentes, sus valores pueden
ayudar al diagnostico:

- >500 ng/mL sugiere macroprolactinoma.

- 100 - 250 ng/mL sugiere microprolactinoma, si se
descartan otras causas de elevacion, entre las que se
encuentran la ingesta de farmacos como neurolépticos y
antipsicéticos que provocan un aumento de prolactina
(alcanzando valores superiores a 200 ng/mL en el caso
de metoclopramida, risperidona y fenotiazinas).

- 25-100ng/mL sugiere que la elevacion se puede deber
a causas fisiolégicas como estrés, farmacos, adenoma
hipofisario, macroprolactinemia, etc.

Por Gltimo, si obtenemos un valor de prolactina ligeramente
por encima del limite alto de normalidad o discrepante con la
clinica es recomendable repetir la extraccidon con un catéter
intravenoso, realizando una extraccion basal y otra a los 20
minutos, minimizando asi el efecto del estrés debido a la
venopuncion y la pulsatilidad.

e Tratamiento

El tratamiento va a depender de la causa subyacente de
hiperprolactinemia. En cuanto a los prolactinomas, se
recomienda tratar a los pacientes con microprolactinomas
sintomaticos y con macroprolactinomas. Los pacientes con
microprolactinomas asintomaticos no siempre necesitan
tratamiento.
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Método Limite inferior Limite superior Fabricante
Hombres
Access 58 277 56-278
Centaur 63 262 45-375
Immulite 70 281 53-360
Elecsys 72 331 86-324
Architect 85 310 54-381
AlA 89 365 91-440
Mujeres
Access 71 348 59-619
Centaur 75 396 40-530
Immulite 77 408 71-566
Elecsys 88 492 102-496
Architect 98 447 25-629
AIA 105 548 111-780

Tabla 2. Valores de referencia de prolactina total (mUI/mL) en suero para cada plataforma de inmunoensayo
(Ing/mL = 21.2 mUI/L). Adaptado de: Beltran L et al, 2008.

La primera eleccién de tratamiento son los agonistas
dopaminérgicos, como la bromocriptina o la cabergolina. En
algunos casos se puede necesitar tratamiento quirdargico y/o
radioterapia. En aquellos pacientes que no respondan al
tratamiento exclusivo con agonistas dopaminérgicos puede
ser necesario el tratamiento con gonadotropinas o GnRH
para inducir la fertilidad.

En el caso de la hiperprolactinemia farmacolégica, el
tratamiento debe limitarse a los pacientes que tengan
sintomas y en los que no se pueda cambiar o retirar dicho
farmaco. En estos casos, pacientes con hipogonadismo y/o
disminucion de la masa 6sea pueden recibir tratamiento
sustitutivo con estrégenos en el caso de mujeres y
testosterona en hombres.

Por otro lado, existe mucha controversia acerca de si los
pacientes con hiperprolactinemia causada por antipsicoticos
deben ser tratados con agonistas dopaminérgicos.
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FORMAS CIRCULANTES DE PROLACTINA

Monomérica: Es la prolactina “libre”. No esta
glicosilada y presenta un peso molecular de 23 kDa.
Representa la forma mayoritaria en suero (65-85%),
siendo la forma biolégicamente activa.

Big: Consiste en dimeros o trimeros glicosilados
con un peso molecular de 60 kDa. Representa entre
un 15-30% de la prolactina en suero y tiene una
bioactividad reducida.

Big-big (macroprolactina): Se compone de
agregados de prolactina o moléculas de prolactina
unidas a inmunoglobulinas, mayoritariamente 1gG.
Su peso molecular es mayor de 150 kDa,
representa menos del 10% de la prolactina
circulante y es una forma biolégicamente inactiva.*
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MACROPROLACTINEMIA

La macroprolactinemia es la hiperprolactinemia debido al
exceso de formas Big-Big de elevado peso molecular con
concentraciones normales de prolactina monomeérica. Su
identificacion representa un desafio analitico ya que la
prevalencia de macroprolactinemia en pacientes con
prolactina elevada es de un 10-40% mientras que en la
poblaciéon general es de aproximadamente un 3,7%. Este
amplio rango de prevalencia puede ser debido a las
discrepancias que existen entre los distintos estudios acerca
de la eleccién del punto de corte, los valores de referencia
para la concentracion de prolactina tras polietilenglicol
(PEG), tal como comentaremos mas adelante, y la falta de
conmutabilidad entre inmunoensayos (distintas reactividades
cruzadas frente a la macroprolactina).

La presencia de macroprolactina se debe de sospechar ante
una hiperprolactinemia asintomatica o ante una discordancia
clinico-bioquimica, debido a que esta forma es
inmunolégicamente detectable, causando la aparicion de
concentraciones de prolactina elevadas y constituyendo asi
una fuente de interferencia analitica. Es de gran importancia
su identificacion desde el laboratorio, ya que se trata de una
entidad clinicamente benigna (forma biologicamente
inactiva) que puede conducir a diagnosticos erroneos,
pruebas adicionales y tratamientos innecesarios para el
paciente.

e Deteccion de macroprolactina

Todos los inmunoensayos disponibles en los laboratorios
clinicos detectan la macroprolactina de forma variable
dependiendo de los anticuerpos de captura o de deteccion
del método, sin diferenciarla de la forma monomérica de la
prolactina. Para la determinacion de macroprolactina se
pueden utilizar los siguientes métodos:

- Cromatografia de fijacién en gel (CFG): Se considera
el “gold standard”, aunque presenta los inconvenientes
de que es una técnica larga, laboriosa, costosa y no se
encuentra disponible en la mayoria de laboratorios
clinicos. Permite la separacion e identificacion de las tres
isoformas de prolactina. Actualmente, este método se
reserva para la confirmacién en casos de discrepancia
entre el resultado de prolactina tras tratamiento con PEG
y la clinica. Ver Figura 2.
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- Inmunoanalisis tras la precipitacién de
macroprolactina con PEG al 25% (25 g de PEG
disueltos en 100 mL de agua desionizada): Este método
es el que mejor se correlaciona con la CFG, teniendo la
ventaja de que es una técnica sencilla, rapida, barata y
reproducible. Actualmente es la técnica recomendada
para el cribado de macroprolactinemia y la mas utilizada
en los laboratorios clinicos, si bien es necesario tener en
cuenta que también presenta una serie de limitaciones:

1. Con el PEG, ademas de la macroprolactina,
también precipita el 20-25% de la prolactina
monomeérica, por lo que se puede subestimar la
concentracion de prolactina.

2. El uso de PEG puede producir interferencia en la
medida en algunos inmunoensayos.

3. Encasos de macroprolactina unida a IgA se pueden
producir falsos negativos, debido a que esta no
precipita completamente.

4. Pueden darse falsos positivos en pacientes con
hipergammaglobulinemia.

- Otros:

1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).
Es un método rapido que permite la separacién de
las tres formas de prolactina. No existen muchos
estudios hasta la fecha, pero podria ser de utilidad
en los casos de discrepancia entre la concentracion
de prolactina post-PEG vy la clinica.

2. Inmunoanalisis tras la precipitacion de prolactina
mediante ultrafiltracion o} mediante
inmunoadsorcion de las especies de 1gG con
proteina A, proteina G o IgG antihumana.*®

e Cribado de macroprolactinemia

A la pregunta de en qué situaciones seria conveniente
realizar un cribado de macroprolactinemia, no hay una
respuesta clara.

Si que existe consenso acerca de que solamente las
muestras con hiperprolactinemia deben ser estudiadas, pero
hay controversia a la hora de decidir si es necesario realizar
el estudio de macroprolactina en pacientes que presentan los
sintomas clasicos de hiperprolactinemia. Esta controversia
se debe a la observacion de que pacientes con
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Figura 2. Analisis de isoformas de prolactina en suero por CFG. A: Hiperprolactinemia verdadera; B: Macroprolactinemia.
Tomado de: Overgaard M et al, 2017.
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macroprolactinemia también pueden padecer estos
sintomas, en cuyo caso seria necesario diferenciar ambas
entidades, empleando para ello dicho estudio.

Tampoco existe armonizacion acerca de la seleccion del
punto de corte idéneo para realizar el estudio de
macroprolactina. Sostarié et al.® propusieron un algoritmo en
el que se recogen los criterios para la realizacion del cribado
(Figura 3).

Dicho algoritmo ha sido elaborado con concentraciones de
prolactina obtenidas en el analizador Roche cobas e601
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando
el inmunoensayo Elecsys Prolactin Il. En el cribado de
macroprolactinemia son excluidos aquellos pacientes con
causas conocidas de hiperprolactinemia y presencia de
farmacos que aumentan la prolactina. También se excluye a
los pacientes con resultado de prolactina > 470 ug/L, puesto
gue aunque haya presencia de macroprolactina, con estos
resultados no se puede descartar un prolactinoma. Ademas,
concluyen que no se puede asumir que la
macroprolactinemia no se desarrollara en un futuro, incluso
en el caso de haber sido excluida previamente; por tanto, si
ha pasado mas de un afio desde un test de cribado de
macroprolactina negativo (recuperacion tras PEG>40%), no
se descarta la realizacion de un nuevo test.

Pralactin concentration abave the upper
limit of the reference range
(women: 233 pg/L, men: 15.2 pg/L)

l

Yes

Do not precipitate with PEG
Yes
Do not precipitate with PEG
No/Unknown
Yes*
Do not precipitate with PEG

No

Precipitate with PEG

Figura 3. Algoritmo con criterios para la realizacion del test
de precipitacion de macroprolactina con PEG. Tomado de:
Sostari¢ M et al, 2018.
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En la practica clinica existen tres enfoques diferentes a
seguir en el cribado de macroprolactinemia:

- Cribado guiado por el clinico, recomendado por algunas
guias clinicas. En este enfoque el clinico es el que
solicita el estudio, presentando el problema de que se
pueden estar infradiagnosticando casos de
macroprolactinemias, con la consiguiente problematica
gue esto puede generar en el paciente.

- Cribado guiado por el laboratorio clinico. Los
profesionales de laboratorio emiten una alerta junto a los
resultados de hiperprolactinemia recordando que puede
existir una posible interferencia y recomendando la
realizacion del estudio en caso de que exista
discrepancia con la clinica.

- Cribado universal. Consiste en la determinacion de
macroprolactina a todos los pacientes que presentan
hiperprolactinemia. Con esta estrategia se reducen los
diagnosticos erréneos, pero se genera un aumento
importante de la carga de trabajo y de los costes para el
laboratorio.

e Procedimiento del tratamiento con PEG para la
precipitacion de macroprolactina

En el documento de consenso publicado en el afio 2021 por
el grupo de trabajo de laboratorio de la Sociedad Espafiola
de Endocrinologia y Nutriciébn (SEEN) y la comision de
hormonas de la Sociedad Espafiola de Quimica Clinica y
Medicina de Laboratorio (SEQCML)% se establece el
siguiente procedimiento:

1. Mezclar volumenes iguales de suero del paciente y
solucién de PEG 6000 al 25%.

2. Mezclar durante 30 segundos en vértex.
Centrifugar a 3500 rpm durante 30 minutos.

4. Determinar la concentracién de prolactina en el
sobrenadante y corregir con el factor de dilucion (x2).
Esta corresponde a la prolactina monomérica del
paciente.

5. Calcular el porcentaje de recuperacién de prolactina
monomeérica con la siguiente férmula:

Prolactina tras PEG (x2)
Prolactina inicial

%Recuperacion = x 100

e Interpretacion clinica de macroprolactinemia.
Informe de resultados

Se puede informar la presencia de macroprolactina siguiendo
dos enfoques diferentes:

- Porcentaje de recuperacion de prolactina monomérica
tras precipitacion con PEG. Existen multitud de estudios,
realizados con métodos diferentes, en los que se
establecen distintos puntos de corte para el porcentaje
de recuperacion. Los més utilizados varian entre valores
inferiores a 40-60% para establecer la presencia de
macroprolactina.

En lineas generales, si el porcentaje de recuperacion es
bajo habrd un predominio de moléculas de
macroprolactina, es decir, se obtiene un resultado de
macroprolactina  positivo. Si el porcentaje de
recuperacion es elevado habrd un predominio de
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moléculas de prolactina monomérica, por lo que el
resultado de macroprolactina es negativo.

- Concentracion de prolactina monomérica tras
precipitacion con PEG. Se debe informar junto con los
valores de referencia que correspondan segun el
método utilizado.

El porcentaje de recuperacion de prolactina monomérica tras
precipitacion con PEG tiene como inconveniente que no
excluye una concentracion elevada de prolactina
monomeérica concomitante con la macroprolactina. Por ello,
tiene especial relevancia la forma de expresar los resultados.
Se recomienda indicar en el informe de resultados la
concentracion de prolactina monomérica tras precipitacion
con PEG con los valores de referencia establecidos segun el
método empleado y la presencia/ausencia de
macroprolactina.

En cuanto al seguimiento de los pacientes con
macroprolactinemia, no se requieren controles seriados del
valor de prolactina monomérica, puesto que se ha observado
que el porcentaje de macroprolactina con respecto a la
prolactina total se mantiene estable en el tiempo. Asi,
siguiendo las recomendaciones del documento consenso de
la SEEN y la SEQCMLS?, la revaloracion de macroprolactina
en un paciente determinado Unicamente estaria indicada en
casos de clinica compatible con hiperprolactinemia y
aumento de la concentracion de prolactina total respecto a
valores previos.

CONCLUSION

Ante una hiperprolactinemia sin causa identificada ni clinica
asociada es de gran importancia tener presente la posibilidad
de la presencia de macroprolactina y actuar en
consecuencia. La identificacion de macroprolactinemia es
esencial para evitar diagnosticos erroneos y pruebas y
tratamientos derivados innecesarios, que repercutiran en la
seguridad del paciente.

La gran variabilidad que existe entre los diferentes métodos
y la falta de consenso sobre el tema hace que en muchas
ocasiones la interpretacion de los resultados sea compleja,
siendo necesaria una estrecha colaboracién y comunicacién
entre los clinicos y los especialistas de laboratorio.
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INTRODUCCION

En el afio 1969 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
definié droga como “toda sustancia que, introducida en un
organismo vivo, pueda modificar una o varias de sus
funciones”. Esta definicién es poco util e inexacta, ya que
engloba tanto farmacos de prescripcibn como sustancias
psicoactivas, muchas plantas, sustancias quimicas o toxicos
para el organismo. El término droga de abuso define mejor lo
que coloquialmente entendemos como droga: “sustancia de
uso no médico con efectos psicoactivos (capaz de producir
cambios en la percepcién, el estado de animo, la conciencia
y el comportamiento) y susceptible de ser autoadministrada”.
Se han propuesto diferentes sistemas de clasificacion de las
drogas de abuso. Uno de ellos las divide segin su estatus
legal en legales o bien ilegales/ilicitas. Referente a su origen,
se pueden distinguir las drogas naturales de las sintéticas.
En funcién de los supuestos riesgos para la salud, también
se habla de drogas duras o blandas. Finalmente, con
respecto a sus efectos sobre el sistema nervioso central, las
drogas se pueden clasificar en estimulantes (activan),
depresoras (disminuyen el grado de actividad) o psicodélicas
(producen alteraciones perceptivas). En todo caso, todas las
drogas de abuso coinciden en su capacidad para producir
dependencia.

En poblacion general las drogas legales son las que
presentan mayores prevalencias de consumo. Siendo el
alcohol etilico (etanol) el psicoactivo mas extendido.
Basandonos en las distintas clasificaciones mencionadas, el
alcohol estaria encuadrado en el grupo de las drogas de
abuso legales, naturales, blandas y depresoras. Segun
recoge la OMS! cada afio se producen 3 millones de muertes
en el mundo debido al consumo nocivo de alcohol. Esta cifra
supone el 5.1% del total de las defunciones mundiales
anuales. En el grupo de edad entre 15 y 49 afios este
porcentaje asciende hasta un 10%. Ademas, la OMS sefiala
diferencias entre sexos: un 7.1% de las muertes al afio de
varones estan relacionadas con el consumo de alcohol, en
las mujeres esta proporcién disminuye hasta el 2.2%. A nivel
nacional el Ministerio de Sanidad? estima mas de 15000
fallecimientos anuales causados por la ingesta de etanol,
siendo el 74% de ellos hombres. Segun recoge el
Observatorio Espafiol de Drogas y Adicciones (OEDA) en su
Memoria 20213, la prevalencia del consumo de alcohol en
nuestro pais se ha mantenido estable y en niveles elevados
desde la década de 1990. Cabe destacar la tendencia a la
baja de los bebedores diarios desde 2001, que alcanzé el
valor mas bajo de toda la serie histérica en 2017, pero ha
aumentado en méas de un punto en 2019/2020. Ademas, se
encuesto a la poblacion espafiola acerca del consumo de
alcohol en los Ultimos 30 dias, siendo la prevalencia de
respuestas afirmativas de un 63%. Un 57.4 % de este 63%
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fueron hombres y un 64.7% de edad comprendida entre 25y
34 afios. La bebida mas consumida resulté ser la cerveza.

Estas caracteristicas individuales diferenciadas por el OEDA
resultan necesarias a la hora de evaluar el consumo de
alcohol (y en general cualquier tipo de droga) en una
persona. Asi pues, las mujeres tienen una mayor
susceptibilidad a los efectos del etanol, necesitando menores
cantidades para alcanzar los efectos. En relacion a la edad
de primer contacto con la droga, el riesgo de desarrollar
abuso o dependencia hacia una sustancia es mayor cuanto
mas precoz sea el contacto con ella. Ademas, segun la
frecuencia de consumo se va haciendo mas intensa, el
desarrollo de tolerancia farmacologica (necesidad de
incrementar la dosis para conseguir los mismos efectos) se
hace mas probable, lo que aumenta también los efectos
secundarios y toxicos. En este aumento también esta
implicada la presencia de una patologia preexistente en la
persona.

El consumo de bebidas alcohdlicas es casi tan antiguo como
la humanidad y algunos de sus efectos perjudiciales estan ya
descritos en los textos biblicos. A partir de la Edad Media, el
alcohol llegd a ser considerado como un remedio para
practicamente todas las enfermedades, sin embargo,
actualmente la OMS afirma que cualquier consumo implica
un riesgo, ya que, para determinadas enfermedades
(gastrointestinales, cancer y lesiones) no existe un nivel
seguro. El uso nocivo de alcohol es un factor causal de mas
de 200 enfermedades y trastornos. Cualquier consumo
implica riesgos para la salud tanto a largo como a corto plazo.
Se harelacionado la ingesta crénica y excesiva de etanol con
trastornos en tres grandes 6rganos: el higado, el sistema
nervioso y el corazén. Sobre el higado, puede producir
esteatosis, fibrosis, hepatitis y cirrosis. Sobre el sistema
nervioso puede ser responsable, a través de déficit
nutricionales como la tiamina, de diversas enfermedades
como el sindrome de Wernicke-Korsakoff, la ambliopia
alcohol-tabaco, la pelagra o el beri-beri; también se ha
asociado a algunos tipos de demencia, degeneracién de la
corteza cerebelosa, mielinolisis pontina central, enfermedad
de Marchiafava-Bignami y polineuritis. Finalmente, sobre el
corazon, puede ser responsable de una miocardiopatia
dilatada. Ademas, las bebidas alcohdlicas se han clasificado
como cancerigenas por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, aumentando el riesgo de varios
tipos de tumores: cavidad oral, faringe, laringe, esdéfago,
colon-recto, mama (en mujeres) y hepatocarcinoma. No hay
un limite de consumo que permita evitar el riesgo de
desarrollar estos canceres, siendo mayor el riesgo cuanto
mayor es el consumo. El alcohol como inmunosupresor
aumenta el riesgo de enfermedades infecciosas, incluidas la
tuberculosis y el VIH. También se ha descrito una relacién
causal entre el consumo nocivo de alcohol y una serie de
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trastornos mentales y comportamentales. En mujeres
gestantes los dafios potenciales ocasionados por el alcohol
sobre el desarrollo del feto pueden ser variados, desde
abortos o bajo peso al nacer hasta una amplia gama de
discapacidades conocidas como espectro alcohdlico fetal, de
dificil diagndéstico y que perduraran toda la vida, con
repercusiones a nivel fisico, del comportamiento e
intelectuales. La manifestacion mas extrema de este
espectro es el sindrome alcohdlico fetal. A corto plazo el
etanol tiene efectos negativos sobre la coordinacion, reflejos
y capacidad de autocritica. Ademéas de provocar una
desinhibicion de la conducta, lo que conlleva un mayor riesgo
de tomar decisiones equivocadas, mayor posibilidad de
ejercer o padecer actos violentos, practicar sexo no seguro o
de sufrir o causar lesiones por accidentes de trafico u otras
causas. La ingesta elevada de alcohol en un corto periodo de
tiempo es la responsable de la intoxicacion etilica aguda.
Este episodio puede venir acompafiado de complicaciones
por hipoglucemia, hipotension arterial, hipotermia, fibrilacion
auricular transitoria, vomitos o caidas al suelo por ataxia o
disminucioén de la conciencia.

Mas alla de la probleméatica sanitaria y de salud publica, el
consumo nocivo de alcohol provoca pérdidas sociales y
econdmicas importantes, tanto para las personas como para
la sociedad en su conjunto. A nivel social incrementa las
inseguridades y desigualdades. En el ambito econdémico
disminuye la productividad y, en el caso de Espafia, supone
un coste del 1% del PIB (mas de 10.000 millones de euros
anuales).

METABOLISMO DEL ETANOL

Tras la ingesta de alcohol, la mayor fracciéon de absorcion se
produce en la parte proximal del intestino delgado —duodeno
y yeyuno— (80%), una menor fraccién en el estbmago (15-
20%) y mucho menos en el colon. La absorcion a nivel de
intestino delgado es mucho méas rapida que a nivel
estomacal, por ello la velocidad del vaciamiento géastrico es
un determinante importante de la rapidez de la absorcion de
etanol administrado por via oral. Ademas, la velocidad de
absorcion determina la magnitud de sus concentraciones
plasmaticas, asi como la intensidad y duracion de sus efectos
toxicos. El pico de concentracién de etanol en sangre se
suele producir entre los 20 y los 60 minutos post ingesta.
Puesto que no hay proteinas plasmaticas que unan etanol,
los tejidos alcanzan rapidamente un equilibrio con la
concentracion alcohdlica del plasma. La cantidad de etanol
qgue entra en los tejidos es dependiente de su contenido
relativo de agua. Al tratarse el etanol de un compuesto
hidrosoluble a la vez que liposoluble, presenta la capacidad
de atravesar membranas y barreras (como la
hematoencefalica o la placentaria). Asi pues, todos los
cambios de medio anteriormente descritos ocurren por
difusion pasiva. Aproximadamente el 94% del etanol ingerido
se oxida en el higado, y solamente el 1% se metaboliza por
conjugacion. El resto, un 5% no se metaboliza y se elimina
por los rifiones (orina), piel (sudor) y pulmones (respiracion).

e Metabolismo oxidativo del etanol

El primer paso del metabolismo oxidativo se produce en el
higado por tres vias (Figura 1):

- Principalmente por la enzima citosélica alcohol-
deshidrogenasa (ADH), que lo transforma en
acetaldehido. Esta enzima tiene una Km baja para el
etanol y oxida la mayor parte en los bebedores
moderados, siguiendo una cinética de orden O
aproximadamente. Los diferentes polimorfismos de la
ADH son responsables de las variaciones raciales y
étnicas en la farmacocinética del etanol. Aunque el
higado es el lugar donde se localiza en mayor proporcion
esta enzima, otros oOrganos como el ftracto
gastrointestinal o los pulmones también expresan una o
varias isoenzimas.

- Otra ruta menor de la oxidacion del etanol a
acetaldehido es la catalizada por la enzima citocromo
P450 2E1 (CYP2EL), localizada exclusivamente en el
reticulo endoplasmatico y las mitocondrias de los
hepatocitos. La CYP2E1 presenta una Km elevada para
el etanol y concentraciones altas de alcohol (bebedores
crénicos) inducen su transcripcién de novo. Las
concentraciones bajas conducen a la estabilizacion de
la apoproteina CYP2EL.

- Aunque bajo condiciones fisiolégicas normales su papel
en la oxidacion del alcohol parece ser insignificante, la
catalasa también es capaz de transformar el alcohol en
acetaldehido. Esta enzima se localiza en el peroxisoma
y normalmente cataliza la transformacion de peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno. Con respecto a su
distribucién por érganos, se expresa mayoritariamente
en el higado aunque también la encontramos en el
intestino, macrofagos o pulmones. Como ya se ha
comentado, algunos autores defienden que el papel de
la catalasa como oxidadora del etanol es significativo
Unicamente in vitro, al ser limitantes los bajos niveles de
peroxido de hidrégeno in vivo.

O,+*NADPH+H" 2H,0+NADP’

: CYP2E1 i
CH,CH,OH CH,CHO

Zn**, alcohol dehydrogenase

CH,CH,OH CH,CHO
NAD" NADH+H"
H,0, H,0
W
CH,CH,OH - CH,CHO

Figura 1. Las tres posibles vias de transformacion del
etanol en acetaldehido. Tomado de: Birkova A et al, 2021.

El acetaldehido se oxida posteriormente a acetato por la
acetaldehido-deshidrogenasa (ALDH) (Figura 2). La
isoforma 2 hepatica de esta enzima es responsable de
aproximadamente el 50% del aclaramiento de acetaldehido
circulante después de la ingestion de etanol. Al igual que
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ocurria con la ADH, los diferentes polimorfismos de ALDH
estan implicados en la existencia de diferentes sensibilidades
frente al consumo de alcohol.

La mayoria del acetato es captado por el musculo y el
corazon, que tienen una elevada actividad acetil-CoA-
sintetasa. Esta enzima cataliza la transformacién de acetato
en acetil-CoA en una reaccion dependiente de ATP (Figura
2).

Dependiendo de la disponibilidad energética del organismo,
el acetil-CoA obtenido se puede usar para la sintesis de
acidos grasos de novo o puede entrar en el ciclo de Krebs
para la obtencién de energia.

La velocidad de eliminacion sanguinea del etanol depende
de factores como el habito alcohdlico o el sexo. Ademas, la
mujer alcanza una mayor tasa de alcoholemia que el hombre
al ingerir la misma cantidad de alcohol. Esto esta4 causado
por la menor masa corporal femenina, mayor proporcion de
grasa y menor expresion de ALDH en la mucosa gastrica.

aldehyde dehydrogenase

/N

NAD NADH+H"

AcetylCoA synthetase

N

AMP+PPi

CH,CHO CH,COOH

CH,COOH + Coenzyme A AcetylCoA

ATP

Figura 2. Segunda (arriba) y tercera (abajo) reaccién de la
via del metabolismo oxidativo del etanol. Tomado de:
Birkovéa A et al, 2021.

e Metabolismo no oxidativo del etanol

Como hemos mencionado anteriormente, un pequefio
porcentaje del etanol consumido es metabolizado por
conjugacion o esterificacion. Estas vias metabdlicas pueden
ver incrementada su actividad si el metabolismo oxidativo
esté inhibido. Debido a las tasas de eliminacion més lentas,
los metabolitos no oxidativos del alcohol persisten en los
fluidos y tejidos corporales durante mucho mas tiempo que
el propio etanol en si. Ademas, se ha visto que los productos
de estas vias pueden ser toxicos, contribuyendo al dafio
tisular mediado por etanol.

- Las acido-graso-etil-éster sintasas catalizan la reaccion
entre el etanol y el acido graso para formar &cidos
grasos etil ésteres (FAEESs). Estas sintasas se localizan
en varios tejidos, especialmente en el higado y el
pancreas, dos 6rganos muy susceptibles a la toxicidad
del alcohol. La sintesis de los FAEEs se produce en el
reticulo endoplasmatico para, posteriormente, salir de la
célula y circular por la sangre unidos a albumina
principalmente. Se ha descrito la deteccion de FAEEs en
sangre hasta 24 horas después del consumo de alcohol.
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- La actividad de la fosfolipasa D2 asociada a membrana
es responsable de la formacién de fosfatidiletanol (PEt)
por un proceso de transfosforilacion entre fosfatidilcolina
y etanol. El PEt se incorpora a la membrana celular de
los hematies y tiene una vida media de hasta 28 dias
tras el consumo de alcohol.

- Eletilglucurénido (EtG) se forma en el higado cuando el
etanol reacciona con acido glucurénico. El proceso es
catalizado por la superfamilia de enzimas UDP-
glucuronosiltransferasa (UGT), utilizando el acido UDP-
glucurdnico como cofactor. El resultado es un conjugado
soluble facilmente excretable a través de la orina (Figura
3).

- El etilsulfato (EtS) es otro conjugado del etanol
producido por una sulfotransferencia: el etanol se
conjuga en primer lugar con la 3’-fosfoadenosina 5'-
fosfosulfato para posteriormente formar el EtS por
accion de una sulfotransferasa (Figura 3).

HO_ O
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o=|S—o’\
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Figura 3. Reaccién de formacion del etilglucurénido
(izquierda) y etilsulfato (derecha) a partir del etanol.
Tomado de: Heier C et al, 2016.

MARCADORES DE INGESTA ALCOHOLICA

La detecciéon de biomarcadores de consumo de alcohol es
una herramienta Util para la prevencion de problemas
sociales y de salud relacionado con su ingesta, permitiendo
verificar objetivamente la informacién sobre la ingesta de
etanol proporcionada por un sujeto. Estos marcadores
ayudan a cuantificar el consumo de alcohol; identificar a las
personas con riesgo de abuso, dependencia o susceptibles
de presentar sintomas de abstinencia y evaluar la eficacia de
los tratamientos en pacientes alcohdlicos, identificando,
algunos de ellos, el dafio hepatico.

Los biomarcadores que se analizan actualmente en los
laboratorios reflejan el consumo tanto agudo como crénico e
identifican el estado del paciente analizado. Todos ellos se
pueden analizar en varios fluidos biolégicos, aunque
fundamentalmente es en la matriz biol6égica sangre (suero o
plasma), donde se dispone de mas datos. Los
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biomarcadores se pueden clasificar en dos tipos: marcadores
directos y marcadores indirectos (Figura 4).

e Marcadores directos

Biomarcadores formados como consecuencia del
metabolismo del etanol o de su reaccion con sustancias
corporales. En esta categoria encontramos el etanol, algunos
de sus derivados (FAEEs, EtG, EtS o PEt) asi como algunos
derivados del acetaldehido.

La ventaja que presentan los metabolitos derivados del
alcohol frente a éste es que tienen una semivida de
eliminacion mas larga que el etanol. Mientras que el alcohol
se elimina rapidamente del cuerpo (a una velocidad de 0,1-
0,25 g/I’/h), haciéndose indetectable en pocas horas (su vida
media es de 3,5 horas) tanto en sangre como en orina y aire
espirado, sus derivados pueden detectarse a lo largo de
horas o dias. Asi pues, resultan mas Utiles para la valoracion
del consumo de alcohol secundario a la ingesta de bebidas
alcohdlicas. El EtG, los FAEEs y el PEt han sido analizados
en cabello, permitiendo su presencia en este tipo de muestra
detectar consumos de varios meses atras. A pesar de las
ventajas y la utilidad de estos marcadores no oxidativos,
actualmente su uso rutinario en clinica no esta instaurado por
la dificultad analitica y los costes del proceso. Quedando
restringido su empleo al ambito forense y de la investigacion.

- Alcohol-Etanol (EtOH): se puede detectar en sangre,
orina, saliva y aire espirado. La concentracion de EtOH
obtenida en suero es superior a la de sangre total porque
el etanol se distribuye en el compartimento acuoso. En
el caso de la saliva, la concentracion de alcohol que se
detecta es equivalente a la plasmatica. No ocurre lo
mismo con el aire alveolar, siendo la relaciéon de EtOH
sangre/aire de aproximadamente 2:1. La deteccion de
etanol en un sujeto no permite distinguir el consumo
agudo del crénico, solamente confirmar la presencia de
la sustancia en el momento de la recogida de la muestra.
El método de eleccién para la cuantificacion de EtOH es
enzimético, basado en la reaccion de oxidacién
catalizada por la ADH.

- Esteres etilicos de los acidos grasos (FAEES): han sido
evaluados en muestras de sangre, orina y meconio. Sus
concentraciones en sangre disminuyen a gran velocidad
las primeras 24 horas. Sin embargo, pueden seguir
siendo detectables hasta 4 dias después de la ultima
ingesta en bebedores que cumplen criterios de abuso.
El cabello y el meconio proporcionan una ventana larga
(varios meses) de deteccion de patrones de uso de
etanol. La técnica de medicibn mas comudnmente
utilizada en estas dos muestras es la cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GC/MS) o la
cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-
MS/MS). Se piensa que los FAEEs del pelo son
sintetizados de manera local, mientras que los que se
detectan en meconio tienen un origen fetal (el etanol
materno atraviesa la placenta, no asi sus FAEES).

- Etilsulfato (EtS): su presencia en orina se ha detectado
incluso de 2 a 5 dias después de la ingesta del alcohol.
La valoracion de la concentracién detectada tiene
mucha importancia cuando se relaciona con la del EtG.

- Etilglucurénido (EtG): su concentracion en orina
representa aproximadamente el 0,02-0,06% del total de
etanol ingerido, siendo detectable en dicha matriz hasta
2-5 dias después de la eliminacion del alcohol del
cuerpo. Este tiempo parece ser mas largo en
consumidores cronicos. Ademéas de su deteccion en
orina y sangre, también lo encontramos en pelo,
meconio y tejidos post mortem. El EtG actia como
marcador tanto de consumo cronico como agudo de
etanol.

e Marcadores indirectos

Biomarcadores formados como consecuencia de
alteraciones metabolicas o patdégenas ocasionadas por el
consumo excesivo cronico o agudo de alcohol. En este grupo
encontramos algunas enzimas hepaticas (gamma
glutamiltransferasa (GGT), aspartato aminotransferasa
(AST) o alanina aminotransferasa (ALT), el volumen
corpuscular medio (VCM) o la transferrina deficiente de
carbohidratos (CDT). La GGT, el VCM y la CDT son los
marcadores bioquimicos de ingesta habitual de alcohol mas
usados.

- Gamma-glutamiltransferasa (GGT): su actividad sérica
se eleva con el aumento progresivo del consumo de
etanol, encontrandose elevada en mas del 75% de los
alcohdlicos. Por ello esta enzima hepatica constituye el
marcador de abuso de alcohol mas usado en el
laboratorio. Sin embargo, su sensibilidad disminuye en
personas que abusan del alcohol pero que no presentan
sintomas de alcoholismo. Otra desventaja que presenta
la GGT es su inespecificidad: su elevacion puede estar
inducida por muchos medicamentos u otras patologias
hepaticas.

- Alanina  aminotransferasa  (ALT) y  aspartato
aminotransferasa (AST): la ALT es exclusiva de los
hepatocitos mientras que la AST presenta una
distribucién tisular mas variada con predominancia en el
higado y musculo esquelético. En la enfermedad
hepatica alcohdlica suele haber mayor elevacion de AST
que de ALT, con una relaciéon AST/ALT > 2. Como el
etanol es un téxico mitocondrial, este mayor aumento
puede deberse a la liberacion de la AST del interior de
estos organulos. Las transaminasas no son tan
sensibles o especificas para el consumo excesivo de
alcohol como la GGT.

- Volumen corpuscular medio (VCM): es una medida del
tamafio de los eritrocitos, observandose un incremento
en este parametro o macrocitosis en casos de
bebedores cronicos. La existencia de correlacion
positiva entre el grado de consumo de alcohol y el
tamarfio de los glébulos rojos le confiere ciertas ventajas
a este biomarcador, sin embargo, no resulta util para
medir la abstinencia porque, al tener los hematies 120
dias de vida media, su normalizacion a valores de
referencia tarda meses. El principal inconveniente que
presenta el VCM es su baja sensibilidad (40%), aunque
tiene una especificidad elevada en pacientes alcohdlicos
(80-90%). Existen otras numerosas condiciones que
pueden aumentar su concentracion.
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- Transferrina deficiente de carbohidratos (CDT): es una
isoforma de la transferrina, glicoproteina sintetizada en
el higado encargada del transporte de hierro. La
transferrina contiene dos lugares de N-glicosilacién, con
diferentes residuos de &cido sialico terminales. En los
individuos no bebedores, la tetrasialotransferrina
constituye la isoforma circulante predominante (70-
80%), seguida de la penta- y trisialotransferrina (15-
20%). La CDT, definida como las isoformas di-, mono- y
asialotransferrina, supone menos del 2%. El consumo
excesivo de alcohol produce CDT, no ocurriendo lo
mismo con el consumo puntual o moderado. Asi pues,
se puede emplear este metabolito como biomarcador del
consumo cronico de alcohol, siendo su sensibilidad y
especificidad moderada. Cuando se trata de monitorizar
la abstinencia y detectar recaidas, la especificidad
aumenta hasta un 100% Yy la sensibilidad hasta un 90%
porque su vida media es de 14-17 dias. Asi la
concentracion de CDT disminuye progresivamente
hasta alcanzar los niveles de referencia 2 semanas
después de la ultima ingesta alcohdlica. Al contrario de
lo descrito con la GGT, la concentracion de CDT no
aumenta con medicamentos ni en pacientes con
enfermedad hepética de etiologia no alcohdlica. El
método de referencia para la deteccion de CDT es la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con
columna de intercambio aniénico.

Biomarcadores uso
alcohol

Biomarcadores rasgo

Biomarcadores directos

Uso cronico o a largo

Uso reciente o puntual
plazo
+ Alcohol aliento, s  FAEEs cabello,
sangre, orina mecoenio
» EtG y EtS orina, #  EtG y EtS cabello,
5angre meconio

FAEES suero
PEth sangre

ETIL GLUCURONIDO EN ORINA COMO MARCADOR DEL
CONSUMO DE ALCOHOL

Como ya se ha mencionado en los apartados anteriores, el
etil glucurénido (etil -D-6-glucurénido, EtG) es un metabolito
directo del etanol, formado en el higado por la conjugacion
de este ultimo con &cido glucurénido. Esta reaccion de fase
Il forma parte del metabolismo no oxidativo del etanol y esta
catalizada por una enzima localizada en la membrana
mitocondrial: la UDP-glucosiltransferasa. En las células
hepaticas también ocurre la conjugacion de etanol con
sulfato por una sulfotransferasa para formar etil sulfato (EtS).
La fraccion del etanol ingerido que sufre estas reacciones
enzimaticas es muy pequefa (0,1%) y, tanto el EtG como el
EtS se eliminan via renal.

La matriz en la que se suelen detectar ambos metabolitos
como marcadores de la ingesta alcohodlica es la orina,
aunque hay casos en los que se miden en sangre total o
suero. Se ha visto que la concentracion en suero es superior
a la de la sangre total. Es por ello que resulta imprescindible
tener en cuenta la muestra estudiada a la hora de comparar
resultados.

La diferencia promedio entre el pico de concentracion de
etanol tras la ingesta alcohdlica y el de EtG y EtS es de
aproximadamente 2-3 horas y 1-2 horas respectivamente. Se
han reportado amplias variaciones interindividuales en las
concentraciones  plasmaticas méaximas de ambos
conjugados de etanol y que no hay correlacion entre éstos y
los niveles de etanol en sangre. Ademas, diversos estudios
han visto que la eliminaciéon de EtG y EtS ocurre de forma

Biomarcadores estado

Biomarcadores indirectos

. Uso cronico o a largo
Uso reciente o puntual g

plazo

o GGT, ALT, AST suero
=  VCM sangre
e CDT suero

Figura 4. Clasificacion de los marcadores de consumo de alcohol. Adaptado de: Mateus Rodriguez JA, 2019.
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exponencial, con una vida media de entre 2 y 4 horas. La
ventana de detecciéon de EtG en orina es de hasta 72-90
horas.

No se han observado diferencias en la tasa de eliminacion
de EtG y EtS entre una poblacion sana y personas
alcohdlicas. Sin embargo, en pacientes con patologia renal
si que se ha descrito una disminucién en este parametro, asi
como mayores valores de concentracion sanguinea. Ademas
de la enfermedad renal, el sexo, la edad, el cannabis y el
consumo de etanol en los meses previos, son factores que
afectan a la concentracion de EtG. Sin embargo, la raza, el
tabaco, el indice de masa corporal, la cirrosis, la cantidad de
agua corporal o la edad de comienzo de consumo de alcohol
de forma regular, no son variables que influyan. Tampoco se
han descrito interferencias del consumo de otras drogas con
la tasa de sintesis de EtG y EtS. Esto podria deberse a que,
si bien es cierto que las drogas son conjugadas por las
mismas enzimas que el etanol y esta competicion podria
disminuir la cantidad de EtG formado, su consumo induciria
la sintesis enzimatica, suponiendo este hecho un incremento
en el EtG sintetizado.

También se han estudiado los efectos de la diuresis en la
concentracion de EtG, siendo posible disminuir la proporciéon
de EtG en orina bebiendo grandes cantidades de agua. Para
superar este inconveniente se ha propuesto la expresion de
como ratio de EtG y creatinina.

e Estabilidad

Se ha visto que el EtG es un marcador bastante estable.
Muestras de orina almacenadas a 4°C durante 5 semanas no
han reportado pérdidas en la concentracién de este
metabolito. Sin embargo, si la conservaciéon se hace a
temperatura ambiente si que se observa un aumento en los
niveles de EtG debido a la evaporacion de agua. Lo que no
se ha descrito a ninguna temperatura es la descomposicion
del analito en orina.

Estudios con muestras de tejido con resultado EtG positivo
dejadas a temperatura ambiente muestran un descenso en
la concentracion del metabolito a lo largo del tiempo, pero no
formacion post mortem. Asi pues, un resultado positivo tras
un fallecimiento indica un consumo de etanol previo a la
muerte. Muchos trabajos forenses se centran en la deteccién
de EtG post mortem, al ser las mediciones de etanol en este
entorno dificiles de interpretar.

e Puntos de corte

Aunque diferentes estudios muestran que establecer el punto
de corte en 100-200 pg/L y 100-110 pg/L para EtG y EtS en
orina respectivamente permite detectar la ingesta de alcohol,
en la rutina clinica se usa 500 pg/L para disminuir los falsos
positivos.

En plasma no existen suficientes estudios actualmente como
para establecer los valores de corte mas adecuados.

e Tiempos de deteccidn

Numerosos estudios han intentado concretar la ventana de
tiempo en la que el EtG permanece detectable en la orina de
individuos que han consumido alcohol. Los resultados
obtenidos han sido muy heterogéneos en funcién de la dosis
ingerida. Asi, se detecta hasta las 24-48 horas post ingestas

en individuos con dosis de alcohol de 0,1-0,85 g por
kilogramo de peso corporal, mientras que en sujetos con
intoxicacion etilica el resultado de EtG urinario era positivo
hasta las 40-130 horas.

Falsos positivos y falsos negativos

A pesar de la estabilidad del EtG en orina, se han descrito
tanto falsos positivos como falsos negativos debido a la
contaminacion bacteriana de dicha muestra. La presencia de
Escherichia coli y Clostridium sordelli conlleva una
disminucion de la concentracion de EtG pero no de EtS,
demostrandose la sensibilidad del primero a la hidrélisis
bacteriana. Al ser E. coli el patégeno urinario mas comun,
hay un alto riesgo de encontrar resultados falsamente
disminuidos de EtG. Por este motivo, para la obtencion de
resultados mas fiables, se recomienda la mediciéon de EtG
combinado con EtS. Otra medida preventiva propuesta es la
adicion de fluoruro al contenedor de recogida de la muestra
y la congelacién de la misma con el fin de prevenir el
crecimiento bacteriano.

Otros estudios han descrito la posible sintesis de EtG en
presencia de etanol en orinas contaminadas por E. coli. La
formacion de etanol puede ocurrir por contaminacion y
fermentacién microbiana, aumentando el riesgo en sujetos
diabéticos con glucosuria. La formacion de EtG post recogida
no siempre se evita con conservantes a base de fluoruro o el
almacenamiento de la muestra a 4°C, recomendandose
también en estos casos la medicion simultdnea de EtS con
EtG.

Ademas, encontramos en la bibliografia otras situaciones de
falsos positivos de EtG en orina. Entre ellas tendriamos el
uso de enjuagues bucales que contienen alcohol, el uso de
geles hidroalcohdlicos para la limpieza de manos, el
consumo de cervezas “sin alcohol” (en algunas partes del
mundo pueden tener hasta un 0,5% de etanol y aun asi ser
consideradas bebidas no alcohdlicas), la ingesta de chucrut
o de platanos maduros.

e Métodos de determinacién

Se han publicado varios métodos para la determinacion de la
concentracion de EtG, siendo la cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC/MS) la técnica mas empleada
por mostrar la especificidad y sensibilidad mas elevada
ademas de medir tanto EtG como EtS simultdneamente. La
LC-MS se usa tanto en muestras de orina como de sangre
total, suero, meconio, saliva y cabello.

Un estudié de comparacion de cinco métodos LC-MS para la
medicion de EtG y EtS en orina concluyd que la extraccién
en fase sdlida seguida de cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) tenia la
mejor selectividad y sensibilidad y que, por ello, debia
adoptarse como método de referencia en esta matriz.

La casa comercial Thermo Fisher Scientific ha desarrollado
y comercializado un método para el andlisis de EtG en orina
por enzimoinmunoanalisis: el ensayo de etil glucurénido
DRI®*. Este ensayo presenta “valores discriminatorios de
500 ng/ml y 1000 ng/ml” y emplea “anticuerpos especificos
que permiten detectar el etil glucurénido sin que reaccionen
de forma cruzada significativamente con otros compuestos
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de glucurénido. Se basa en la competencia entre una droga
marcada con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) y la droga libre presente en la muestra de orina por
un nimero determinado de sitios de unién del anticuerpo
especifico.” Para comprobar la exactitud del ensayo DRI y la
posible reactividad cruzada de los anticuerpos anti EtG con
otros constituyentes de la orina y otras drogas, se analizaron
184 muestras con el ensayo de etil glucurénido DRI en los
modos cualitativo y semicuantitativo, y los resultados se
compararon con los del método LC/MS/MS. Tanto en el
modo cualitativo como en el semicuantitativo, la coincidencia
positiva entre las muestras analizadas con el ensayo de EtG
DRI y la LC/MS/MS fue del 96%. A pesar de esto,
actualmente este ensayo ofrece Unicamente un resultado
analitico cualitativo preliminar. Es necesario utilizar un
método alternativo méas especifico con el fin de confirmar el
resultado analitico. Los métodos de confirmacion
recomendados son la cromatografia de gases/ cromatografia
liquida espectrometria de masas (GC/MS) y la cromatografia
liguida/espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS).

e Utilidad y aplicaciones

La determinacion de EtG tiene utilidad en una amplia
variedad de escenarios clinicos y forenses.

- Una de estas situaciones seria la monitorizacion de la
abstinencia de sujetos incluidos en programas de
desintoxicacion. Diversos estudios han reportado la
dificultad de seguir a estos pacientes usando la medicion
directa del etanol en sangre u orina debido al corto
periodo de tiempo que este marcador permanece
positivo después del consumo alcohdlico. Por ello en
muchos de estos programas los Unicos datos que tiene
el clinico sobre el consumo de alcohol de los
participantes proceden de un cuestionario previo: el
AUDIT®> (Test de Identificacion de los Trastornos
Debidos al Consumo de Alcohol). Esta prueba
desarrollada por la OMS se emplea como método simple
de screening del consumo excesivo de alcohol y como
apoyo en la evaluacion breve. También proporciona un
marco de trabajo para ayudar a los bebedores con
consumo perjudicial o de riesgo a reducir o cesar el
consumo de etanol. El AUDIT consta de 10 preguntas
con 5 opciones de respuesta cada una. Cada respuesta
tiene una puntuacion entre 0 y 4, sumandose al finalizar
la encuesta todas ellas. La OMS establece
“puntuaciones totales iguales o mayores a 8 como
indicadores de consumo de riesgo y consumo
perjudicial, asi como de una posible dependencia de
alcohol.” Trabajos de comparacion de los niveles de EtG
en orina y los resultados del AUDIT reportan falta de
sinceridad al contestar y subestimacion del consumo.

- La determinacion de EtG en el &mbito clinico también
resulta de gran utilidad en el seguimiento de pacientes
hepatotransplantados. A menudo el trasplante de higado
para el tratamiento de la enfermedad hepatica derivada
del consumo nocivo de alcohol es controvertido ya que
entre un 20 y un 25% de los pacientes vuelven a abusar
después de la cirugia. La abstinencia es un requisito
necesario para permanecer en la lista de espera de
trasplantes, pero resulta muy dificil de evaluar con los
marcadores indirectos tradicionales (GGT y CDT)
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porque éstos pueden verse afectados por la propia
patologia hepatica. Ademas, en el caso de emplear el
propio etanol como marcador de abstinencia los
pacientes saben que es suficiente con dejar de beber
24-36 horas antes de la prueba para arrojar resultados
negativos. Al tratarse el EtG y el EtS de metabolitos que
se sintetizan en el higado, podria pensarse que los
sujetos con enfermedades hepaticas muy avanzadas
tienen su produccion reducida. Sin embargo, como se
trata de vias metabdlicas secundarias del etanol, no se
ha encontrado evidencia de que ésto suceda. En la
revision realizada por Katharina Staufer y Michel Yegles
en 20168 se hizo una comparativa de la sensibilidad y
especificidad de los marcadores de consumo de etanol
en pacientes con trasplante de higado (Tabla 1).
Arrojando las mejores cifras conjuntas de sensibilidad y
especificidad el EtG en orina: 89.3% y 98.9%
respectivamente. La especificidad de la CDT resulté
también muy buena (98.6%) pero la sensibilidad muy
baja (25%). Si se establece el punto de corte por debajo
de 55 U/l, ocurre al contrario con la GGT: alta
sensibilidad (85.7%) pero baja especificidad (39.7%).

Otra aplicacién propuesta para EtG es la identificacion
de recién nacidos con riesgo de sufrir espectro
alcohdlico fetal o sindrome alcohdlico fetal mediante su
deteccién en meconio. Se ha visto que la determinacion
de los niveles de EtG y FAEES en esta muestra aumenta
la fiabilidad de los resultados y disminuye los falsos
positivos y negativos.
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Table 1 Biomarkers for alcohol consumption used in the liver transplant setting

Biomarker Biological Window of Confounding factors Cut off Sensitivity  Specificity Number of  Ref.
compartment detection patients

Indirect markers
GGT Serum - Liver disease - 496 839 558 [33]
<55U/1 85.7 39.7 141 [17)
MCV Serum - Hematological diseases, vitamin <94 fL 75.0 55.7 141 [17]

deficiencies
AST Serum - Liver disease, muscle alterations <35U/L 67.9 56.3 141 [17]
ALT Serum - Liver disease <50U/L 296 76.2 141 [17]
%CDT Serum 1-2 wk Hyperbilirubinemia, liver cirrhosis/ =25% 527 87.8 558 [33]
disease, smoking, sepsis, anorexia >26% 25.0 98.6 141 [17]
nervosa, airway diseases, rare genetic >26% - - 88 [18]
variants, transferrin levels
Direct markers
Breath alcohol ~ Exhalation air 10-12h Alcohol containing mouth wash =0.01g/L - - 18 [6]
EtOH Serum 10-12h Unknown =0.1g/kg - <! 141 [17]
- - - 41 [55]
MeOH Serum upto48h Unknown =5mg/L 22 99.3 141 [17]
=15mg/L - - 41 [55]
EtG Urine upto80h Heavily impaired kidney function, = 0.5mg/L - - 18 (6]
high amounts of baker's yeast/ 89.3 98.9 141 [17]
sauerkraut, alcohol containing
mouthwash, storage above 4 C before
measurement

EtG Hair up to 6 mo EtG containing hair treatment, =7 pg/mg 76.0 91.0 88 [18]

heavily impaired kidney function

'No sensitivity/specificity calculated, since only 1 of 141 patients had elevated EtOH. In the case of CDT, only studies using the HPLC method for

determination of %CDT are reported, - not reported in the cited manuscript. GGT: Gamma-glutamyl transferase; MCV: Mean corpuscular volume; AST:

Aspartate amino transferase; ALT: Alanine amino transferase; CDT: Carbohydrate deficient transferrin; EtOH: Ethanol; HPLC: High-performance liquid

chromatography; MeOH: Methanol; EtG: Ethyl glucuronide.

Tabla 1. Comparativa de los biomarcadores de consumo de alcohol usados en los trasplantes de higado. Tomado de:
Staufer K et al, 2016.
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EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL
e Hipotalamo-Hipofisis

El hipotdlamo es una region del cerebro formado por varios
nucleos neuronales con naturaleza secretora. El hipotdlamo
produce distintas hormonas denominadas factores
hipotalamicos que actlan sobre la hipdfisis regulando su
produccién hormonal. La hipéfisis es una glandula situada en
el interior de una estructura ésea denominada silla turca, en
la base del cerebro, que ejerce un control sobre las funciones
de varias glandulas endocrinas (tiroides, suprarrenales y
gonadas) y que tiene una amplia gama de actividades
fisiologicas. Esta formada por dos lébulos que difieren entre
si desde una perspectiva anatdémica, embriologica y
funcional:

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

- Neurohipdfisis o hipdfisis posterior formada por las
terminaciones nerviosas procedentes de los nlcleos
supraoptico y paraventricular del hipotdlamo que van a
producir oxitocina y vasopresina.

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

El mecanismo por el que se mantiene este equilibrio esta
definido por la accion estimulante o inhibidora que ejerce el
hipotdlamo sobre la hipdfisis a través de la liberacion de
factores hipotalamicos. Estas a su vez son reguladas por un
proceso de retroalimentacién por las hormonas finales
generadas en el tejido diana de cada una de las hormonas
hipofisarias o a través de ritmos pulsatiles circadianos o por
influencia del sistema nervioso central.

e Glandula suprarrenal

Las glandulas suprarrenales comprenden dos formaciones
situadas en el polo superior de los rifiones. Cada glandula
suprarrenal estd compuesta por dos estructuras
embriolégicamente distintas:

- Médula (origen neuroectodérmico): parte interna de la
glandula suprarrenal, encargada de la sintesis de
catecolaminas, implicadas en la regulacion de la tensién
arterial, la frecuencia cardiaca y otras actividades
fisiologicas reguladas por el sistema nervioso simpatico.

- Corteza (origen mesodérmico): parte externa de la
glandula suprarrenal encargada de la sintesis de
hormonas esteroideas. En ella podemos diferenciar a su
vez tres regiones:

1. Zona fascicular, implicada en la sintesis de
corticoesteroides, hormonas similares a cortisona, entre
las que encontramos el cortisol.

2. Zona glomerular, donde se sintetizan los
mineralocorticoides, especialmente la aldosterona,
implicada en el equilibrio hidroelectrolitico y en la
regulacion de la presion arterial.

3. Zonareticular, encargada de la produccion de hormonas
sexuales, en concreto de andrégenos adrenales.

El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) tiene como
finalidad generar un ritmo basal de cortisol y una respuesta
de cortisol a una amplia variedad de estimulos, denominados
como respuesta a estrésl. En este eje la hormona
hipotaldmica implicada va a ser la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) que va a ser la encargada de actuar
como factor hipotalamico sobre la hipdfisis. A nivel
hipofisario, esta CRH va a estimular la producciéon de
hormona adrenocorticotropa (ACTH) de forma pulsétil:
causando concentraciones maximas antes del despertar y
disminuyendo segun progresa el dia. De esta forma, como
respuesta a estimulos externos tales como la hipoglucemia,
la ansiedad, el estrés o la depresién, se va a producir la
liberacion hipotalamica de CRH y como consecuencia la
adenohipdfisis liberard ACTH. La principal funcion de la
ACTH, es la de actuar sobre la zona fascicular de las
glandulas suprarrenales, favoreciendo la sintesis de cortisol.

Ademas, también actla sobre la zona reticular de modo que
puede afectar en menor medida a la sintesis de DHEAS y de
androstendiona. Este cortisol, ejerce una retroalimentacion
negativa sobre la sintesis de ACTH a nivel hipofisario e
hipotalamico?.

RITMO CIRCADIANO

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

La actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal sigue un
ritmo circadiano en condiciones normales de vigilia y suefio.
Este ritmo circadiano est4d determinado por el nicleo
supraquiasmatico hipotalamico que impulsa la liberacién de
CRH que conduce a la produccion de ACTH y de cortisol®.

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

El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal juega un papel muy
importante en el mantenimiento de los estados de alerta'y en
la modulacién del suefio®. Este ritmo circadiano puede
alterarse por numerosos factores, muchos de ellos
relacionados con el insomnio, el estrés fisico o emocional, la
fiebre, las alteraciones nutricionales, la depresién, la
ansiedad o el uso de medicamentos.
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Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotadlamo-
hipéfisis-adrenal (HPA). Tomado de: Hershel and Carroll,
2014.

PATOLOGIAS DEL EJE CORTICOSUPRARRENAL

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

Podemos dividir las patologias en 3 grandes grupos:

1. Trastornos por hipersecrecion, de forma que la
secrecion hormonal es excesiva y aumentan en exceso
los niveles de hormona suprarrenal circulante:

- Secrecién excesiva de glucocorticoides: sindrome
de Cushing.

- Secrecion excesiva de aldosterona:

Hiperaldosteronismo.

- Secrecion excesiva de catecolaminas:

feocromocitoma.

- Secrecién excesiva de andrégenos: virilizacion.
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2. Trastornos por hiposecrecion cuando la secrecién
hormonal es insuficiente:

- Secrecion insuficiente de
enfermedad de Addison.

glucocorticoides:

- Secrecion insuficiente de aldosterona:

Hipoaldosteronismo.

3. Trastornos por defectos en la sintesis de esteroides. En
este caso, se produce un bloqueo en algunas etapas de
la via de sintesis de esteroides que conlleva a que se
acumulen determinados metabolismos intermediarios. La
hiperplasia suprarrenal congénita engloba todos los
trastornos  hereditarios de la  esteroidogénesis
suprarrenal. En funcién del déficit enzimatico se conocen
siete formas clinicas siendo la mas frecuente el déficit de
21-hidroxilasa®.

En este capitulo nos centraremos en los trastornos por
exceso y por defecto de los glucocorticoides. Finalmente, a
través de un caso clinico haremos un breve resumen de los
trastornos por defectos en la sintesis de esteroides, en
concreto, del déficit de 21-hidroxilasa.

SECRECION EXCESIVA DE GLUCOCORTICOIDES-
HIPERCORTISOLISMO

El sindrome de Cushing, también conocido como
hipercortisolismo, es una entidad clinica producida por la
exposicion prolongada a glucocorticoides. Segun las causas,
el sindrome de Cushing puede clasificarse como end6geno
0 exdgeno. De acuerdo con su mecanismo de produccion, el
sindrome de Cushing end6geno puede clasificarse a su vez
como ACTH-dependiente o ACTH-independiente. De esta
forma, el nombre de enfermedad de Cushing se reserva para
la secrecién hipofisaria autbnoma de ACTH, generalmente, a
partir de un tumor hipofisario y el de sindrome de
Cushing, para el resto de las etiologias, incluyendo el
Cushing de origen suprarrenal.

e Prevalenciay etiologia

La causa més frecuente del sindrome de Cushing es la
iatrogénica debida principalmente a la prescripcion frecuente
de glucocorticoides. Existe una gran subestimacion en el
registro de estos casos de Cushing lo cual conlleva a que la
verdadera incidencia del sindrome de Cushing sea
desconocida. El sindrome de Cushing endégeno es una
entidad muy rara teniendo una incidencia de 2 a 4
casos/millon de habitantes/afio. La enfermedad de Cushing
es la causa mas frecuente de Cushing de origen endégeno,
siendo unas 5 o 6 veces mas frecuentes que el sindrome de
Cushing suprarrenal. Presenta una incidencia entre 1,2y 2,4
casos/millon de habitantes/afio. Se considera que la
incidencia puede ser mayor debido a los incidentalomas
suprarrenales que originan sindromes de Cushing
subclinicos y la subestimacion de los causados por secrecion
ectopica de ACTH. Aparece en mayor proporcion en las
mujeres, con una incidencia de 3-5:1 respecto a los varones.
De esta forma, las mujeres presentan una frecuencia 3-8
veces mayor para desarrollar enfermedad de Cushing y 3-5
veces mayor para padecer un sindrome de Cushing
suprarrenal. La edad de diagndstico varia también
dependiendo de la etiologia®.
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Las causas que producen el sindrome de Cushing pueden
clasificarse en?:

1. ACTH independientes en las que los niveles de cortisol
son elevados sin estimulacion por la ACTH.
Encontramos a su vez dos tipos:

- Sindrome de Cushing endégeno ACTH-independiente,
en el que la glandula suprarrenal produce cortisol de
forma autonoma sin estimulo de la ACTH debido a una
hiperfuncion suprarrenal.

- Sindrome de Cushing exégeno ACTH-independiente, es
la causa méas comun de sindrome de Cushing, debida a
la administracion de corticoides como la prednisona o la
hidrocortisona a dosis altas para el tratamiento de otras
patologias. Asi mismo, pacientes que sufren estrés por
enfermedades, traumatismos 0 que se encuentran
ingresados en unidades de cuidados intensivos suelen
presentar niveles elevados de cortisol.

2. ACTH dependientes. En este caso, las dos fuentes de
produccién de ACTH excesiva pueden ser:

- Hiperfuncién hipofisaria debida a un adenoma productor
de ACTH.

- Produccién ectopica de ACTH y/o CRH por algunos
tumores de pulmén, pancreas o neuroendocrinos
productores de ACTH.

b oo Y

' t 2
Cortisol 3<onnol [ Cortix

prarena hpofaaria ectipica o«

Figura 2. Representacién esquematica de las causas de
hipercortisolismo. Tomado de: Gonzalez Hernandez A,
2019.

e Clinica

La presentacion clinica de los pacientes con sindrome de
Cushing es variada. El diagnostico debe comenzar con la
anamnesis, que recoja la posible administracion de
glucocorticoides exdgenos, y la exploracion del paciente. Los
pacientes con Sindrome de Cushing presentan una gran
variedad de signos y sintomas que pueden dividirse en
aquellos que son poco frecuentes y poco especificos y los
que permiten diferenciar el sindrome de Cushing debido a
gue son altamente especificos®.

Los rasgos especificos de los pacientes con sindrome de
Cushing son la obesidad de tipo central, con cara de luna
llena, estrias en la piel de color rojizo principalmente sobre el
térax y el abdomen, pérdida de masa muscular, atrofia
dérmica y hematomas. Entre los rasgos mas inespecificos
que pueden hacer sospechar de la presencia de un sindrome
de Cushing encontramos la ganancia de peso reciente junto
a la aparicion de alteraciones del metabolismo glucidico y/o

a la hipertension arterial resistente a tratamiento®. Asi mismo,
se trata de pacientes que presentan una mayor tendencia a
infecciones y a mala curacion de las heridas (debido a los
efectos inmunosupresores del cortisol). En mujeres, cabe
destacar que debido al exceso de andrégenos podemos
encontrar hirsutismo, acné y alteraciones menstruales.

Debemos tener en cuenta que existen casos de Cushing con
una produccion elevada de ACTH y/o CRH que pueden
enmascarar las caracteristicas clinicas del hipercortisolismo.
En estos casos, debido a los niveles altos de ACTH podemos
encontrar pacientes con hiperpigmentacion de la piel,
alteraciones hidroelectroliticas como la hipopotasemia,
pérdida de peso, anorexia y astenia®.
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Figura 3. Presentacion clinica del sindrome de Cushing.
Tomado de: Russell et al, 2017.

SECRECION INSUFICIENTE DE GLUCOCORTICOIDES-
HIPOCORTISOLISMO

e Prevalenciay etiologia

La insuficiencia suprarrenal es un trastorno caracterizado por
la incapacidad de la glandula suprarrenal para mantener una
secrecion hormonal adecuada tanto basal como en
situaciones de estrés®. Se caracteriza por un déficit de
glucocorticoides, al que puede asociarse un déficit de
mineralocorticoides y/o andrégenos suprarrenales®.

La insuficiencia suprarrenal puede deberse a alteraciones a
cualquier nivel del eje hipotalamo-hipdfisis-glandula
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suprarrenal. Dependiendo del nivel donde se encuentre el
trastorno encontramos tres tipos de insuficiencia suprarrenal:

1. Primaria: Cuando el trastorno se localiza a nivel de la
glandula suprarrenal. En estos casos el dafio de la
glandula suprarrenal puede estar ocasionado por:

- Destruccién autoinmune de la glandula asociado en
muchas ocasiones a otras enfermedades autoinmunes,
tales como el hipotiroidismo o hipertiroidismo
autoinmune, anemia perniciosa, vitiligo, entre otras. En
estos casos constituye el denominado sindrome
poliglandular autoinmune.

— Destruccién de la glandula suprarrenal por infecciones
(tuberculosis, sepsis meningocadcica, VIH),
enfermedades de deposito (sarcoidosis, amiloidosis,
hemocromatosis)® tumores o hemorragias.

- Problemas genéticos como la hiperplasia suprarrenal
congénita.

2. Secundaria: Existe un problema hipofisario que afecta a
la secrecion de ACTH. Dentro de este grupo,
encontramos la causa mas frecuente de insuficiencia
suprarrenal que es el tratamiento cronico con corticoides
a altas dosis para otras patologias (asma, EPOC,
enfermedad inflamatoria crénica, entre otras) en los que
la administracién continuada de corticoides conlleva a la
supresion de la produccién de ACTH. Ademas de esta
causa, encontramos también los tumores cerebrales,
principalmente de hipotalamo e hipdfisis, que impiden la
secrecion de ACTH, asi como, el tratamiento por cirugia
o radioterapia.

3. Terciaria: Debido a un trastorno hipotaldmico se afecta
la secrecion de CRH o por corticoterapia cronica.

La prevalencia de la insuficiencia suprarrenal de origen
primario se estima en 35-60 casos/millon de habitantes,
mientras que la prevalencia de la insuficiencia suprarrenal de
origen secundario se estima en 150-280 casos/millon de

habitantes®.
e Clinica

Los sintomas y signos clinicos asociados a la insuficiencia
suprarrenal dependen del grado de afectacion de la glandula,
de la preservacion de la produccion de mineralocorticoides,
del nivel de estrés y de la preservacion el eje hipotadlamo-
hipdfisis-suprarrenal. Normalmente, presenta  una
instauracion lenta que suele ponerse de manifiesto cuando
el paciente se somete a situaciones de estrés fisico. La
clinica que presentan los pacientes varia dependiendo de la
etiologia que produce la insuficiencia suprarrenal.

- Los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria
suelen presentar sintomas derivados del déficit de
hormonas suprarrenales. El defecto puede ser total o
parcial dependiendo si afecta a glucocorticoides,
mineralocorticoides y andrégenos o solo a uno de ellos.
El déficit aislado de mineralocorticoides o de
andrégenos son entidades raras, siendo mas comun el
fallo adrenal total o el déficit aislado de glucocorticoides’.
En estos pacientes, la manifestacion clinica suele
producirse como un shock adrenal. Debido a la ausencia
de aldosterona se pierde la capacidad de promover la
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retencién de sodio y las respuestas vasoconstrictoras.
Ademas, la deficiencia de glucocorticoides puede
contribuir a la hipotension causando una disminucion de
la respuesta vascular a la angiotensina Il y la
noradrenalina, disminuyendo la sintesis de renina y
aumentando la produccion de prostaciclinas.

Otras caracteristicas clinicas que pueden presentar
estos pacientes es la hiperpigmentacion cutanea, debido
a la hipersecrecion cronica de ACTH. Ademas, suelen
presentar debilidad, fatiga pérdida de peso vy
alteraciones hidroelectroliticas.

En el caso de los pacientes con insuficiencia suprarrenal
secundaria y terciaria los sintomas estan asociados al
déficit de glucocorticoides®. En estos pacientes se dan
una serie de caracteristicas clinicas observadas en la
insuficiencia suprarrenal primaria. Estos incluyen
debilidad, fatiga, dolor muscular, articular y sintomas
psiquiatricos. Otros sintomas que pueden presentar
estos pacientes son dolor de cabeza, pérdida de vision
aguda o reduccion del campo visual. Estos pacientes no
presentan hiperpigmentacion debido a que no tienen
incrementada la secrecion de ACTH. Ademas, debido a
la pérdida repentina de la secrecion de ACTH pueden
presentar hipotension y shock.
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Figura 4. Presentacion clinica de la enfermedad de
Addison. Tomado de: Pinterest.
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ESTUDIO DEL EJE CORTICOSUPRARRENAL

Debido a que la expresién clinica no suele tener suficiente
especificidad es necesario basar el diagnéstico definitivo en
pruebas bioquimicas y técnicas de imagen. En los casos de
diagnostico de sindrome de Cushing debemos tener en
cuenta que estos pueden cursar con hiposecrecion
intermitente de cortisol de forma que si existe una alta
sospecha clinica y los resultados de laboratorio son
negativos es necesario repetir la valoracion®.

Debido a las caracteristicas del eje hipotalamo-hipéfisis-
suprarrenal si queremos evaluar los estados de
hipercortisolismo o de hipocortisolismo, es necesario basar
las pruebas de laboratorio en la demostracién de
alteraciones de las hormonas implicadas en él.

e Pruebas basales

1. ACTH: La ACTH es una hormona peptidica que se
origina inicialmente a partir de la POMC
(propiomelanocortina) que en la hipdfisis anterior se
hidroliza a pro-ACTH y R-lipotropina. La pro-ACTH se
transforma en ACTH que se libera intermitentemente a
la circulacién. En este proceso se producira también a-
MSH que tiene relacién con el aspecto hiperpigmentado
de los pacientes con Addison.

- Funcién bioldégica: Estimula la secrecion de cortisol y
otros esteroides suprarrenales.

- Tipo de muestra y extraccion: Plasma EDTA con hielo
con extraccion Unica antes de las 9:00 am.

- Interpretacion: Diagndstico diferencial de los estados de
hipo o hiposecrecion de cortisol. El conocimiento de sus
niveles es imprescindible para realizar el diagnéstico
diferencial de los estados de hiper e hiposecrecion de
cortisol. Debe valorarse conjuntamente con los niveles
de cortisol. En un paciente con hipercortisolismo que
presente una ACTH suprimida puede indicar un Cushing
independiente de ACTH por diversas causas (adenoma
suprarrenal, carcinoma suprarrenal, administracion de
corticoides exégenos...). En los casos de insuficiencia
suprarrenal, la determinaciéon de ACTH tiene utilidad
limitada para el diagndstico de insuficiencia suprarrenal
debido a que pueden encontrarse concentraciones
bajas, normales o elevadas dependiendo del nivel donde
se localice el defecto responsable. Puede ser de utilidad
en los casos de insuficiencia suprarrenal primaria en la
gue los niveles de cortisol se encuentran entre 3 y 15
pg/dl, en los que una concentracion de ACTH elevada
ayudaria a confirmar la existencia de una insuficiencia
suprarrenal y nos permitiria sefialar a una afectacion de
la glandula®.

2. Cortisol: El cortisol es una hormona esteroidea o
glucocorticoide producida por la glandula suprarrenal.
Denominada la “hormona del estrés” debido a que sus
niveles aumentan durante los estados de alarma con el
fin de restablecer la homeostasis. La secrecion de
cortisol oscila segun el ritmo circadiano de tal forma que
aumenta durante la mafiana y disminuye a lo largo del
dia alcanzando su valor minimo alrededor de la
medianoches.

Funcién biolégica: El cortisol posee numerosas acciones
biolégicas en el organismo. Entre ellas, podemos
destacar su funcién como glucocorticoide estimulando la
gluconeogénesis a partir de la descomposicion de las
proteinas y las grasas. Ademas, presenta accion
mineralocorticoide participando en la homeostasis del
agua y los electrolitos. Por Ultimo, destacar su accién
como inmunomodulador suprimiendo la accion del
sistema inmunitario®.

Tipo de muestra y extraccion: La determinacion del
cortisol puede realizarse en suero, orina de 24 horas y
saliva. Debido al ritmo circadiano de secrecién de
cortisol los valores de referencia suelen estar referidos a
las extracciones realizadas entre las 8:00 y las 9:00, no
siendo extrapolables a otras horas del dia. Por ello, es
necesario conocer la hora exacta de extraccién para
poder llevar a cabo una interpretacion correcta de los
valores obtenidos.

Interpretacion:

- Valores elevados: Sindrome de Cushing, tumores
adrenales, estrés, embarazo (tercer trimestre).

- Valores disminuidos: Enfermedad de Addison
(hipoproduccién), hiperplasia suprarrenal congénita
e insuficiencias adrenales secundarias.

e Pruebas funcionales
Test de estimulacion

Test de estimulacion con CRH: Empleado para
diferenciar el origen hipofisario o ectépico del sindrome
de Cushing ACTH dependiente. Esta prueba funcional
se fundamenta en que la mayoria de los adenomas
hipofisarios productores de ACTH responden a la
administracion de CRH secretando ACTH, mientras que
los tumores con secrecion ectopia de ACTH o los
tumores suprarrenales productores de cortisol en
principio carecen de receptor especifico y no responden
al estimulo. Esta prueba funcional consiste en la
administracion de CRH en bolo intravenoso y extraccion
de sangre basal y los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos para
determinar cortisol y ACTH. Un aumento de ACTH
superior al 50% del valor basal o un cortisol superior al
20% del basal indican un origen hipofisario. Sin
embargo, si no se produce respuesta indica una
secrecion ectopica de ACTH o un sindrome de Cushing
ACTH-independiente.

103



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

defectos de la esteroidogénesis puede solicitarse
también ademas de la determinacién de cortisol, la

Las pruebas marcadas con el simbolo® no estin amparadas por la acreditacion ENAC

AT determinacion de 17-OH-progesterona,
_ : dehidroepiandrostendiona sulfato (DHEAS),
| SERVICIO DE BIOQUIMICA R .
androstendiona y progesterona.
PRUEBAS FUNCIONALES

TESTDE CRH 2. Test de supresion

ACTHO min (Test de CRH) 4 pomL — Test con dexametasona (DXM): La dexametasona es un
ACTH 15 min (tras CRH) 17 pa/mL . . . L. . .

ACTH 30 min ftras CRH) " pimL glucocorticoide sintético que no interfiere en la
ACTHEO min fires CRE) ; parmL determinacion de cortisol pero que mimetiza su accion,
ACTH 90 min (tras CRH) 8 pg/mL ) . ) ., L,

ACTH 120 min (tras CRH) 3 gL inhibiendo por retroalimentacion la produccién de ACTH
Cortisol 0 min (Test de CRH) 9.38 padl .

Cortisal 16 min (tras CRH) 17.50 ugil y CRH y consecuentemente la de cortisol. Los
Cortisol 30 min tras CRH) a0 woal resultados de la prueba pueden verse alterados por
Cortisol 60 min (tras CRH) 6.90 pardl R K . ]

Cortisol 90 min (tras CRH) 15.20 noil todas aquellas situaciones o circunstancias que pueden
Cortisol 120 min {tras CRH] 1210 gidl ., . .,

oreel 120 min res CRE) e afectar a la absorcién o metabolizacion de la DXM. La

Respuesta positia que orienta a secrecidn de origen hipofisario (Incrementa >50% para ACTH y »20% para Cortisal) con una especificidad del

88-93% y una sensibilidad del 91-100%.

Figura 5. Ejemplo de test de estimulacion de CRH. Se
observa una respuesta positiva (incremento >50% para
ACTH y > 20% para Cortisol) que orienta hacia un origen
hipofisario. Elaboracion propia.

Test de hipoglucemia insulinica: Empleado para
diagnostico de insuficiencia suprarrenal y considerado
como gold standard. Este test se fundamenta en
determinar la respuesta de cortisol sérico a una
hipoglucemia inducida tras la administracion de insulina.
La hipoglucemia es un potente estimulo para la
secrecién de ACTH y CRH y en consecuencia para la
sintesis de cortisol. Para considerar que el estimulo ha
sido valido es necesario lograr una concentracion
plasmatica de glucosa inferior a 40 mg/dl y debe
acompafiarse de los signos y sintomas clasicos de
hipoglucemia. En esta prueba niveles de cortisol > 18
ug/dl 0 >20 ug/dl seglin determinados autores confirman
que no existe alteracion del eje HHAS. Esta prueba
funcional conlleva riesgos de complicaciones graves
limitando su uso principalmente en pacientes con
enfermedad cardiovascular o cerebrovascular, en
pacientes con hipertension grave, embarazadas y en
pacientes mayores de 60 afios.

Test de estimulacion con ACTH: Conocido como Test de
Synacthen y empleado en el diagnéstico de la
insuficiencia suprarrenal. Esta prueba estd basada en
determinar la respuesta de las glandulas suprarrenales
a la administracién exdégena de ACTH mediante la
determinacion de cortisol. Para ello, se extrae una
muestra de cortisol basal y a los 60 minutos tras la
administracion de ACTH sintética en bolo intravenoso.
Se considera que la respuesta es adecuada cuando el
cortisol estimulado es > 18 pg/dl o cuando aumenta 9
unidades respecto al basal, siempre que este sea > 5
ng/dl. Se considera que los valores de cortisol
estimulado <16 pg/dl son sugestivos de insuficiencia
suprarrenal. En pacientes con una insuficiencia
suprarrenal primaria es frecuente encontrar una
respuesta plana. Esto es debido a que estos pacientes
en situacion basal tienen estimulada al méximo la
secrecion de cortisol debido a que presentan niveles
muy elevados de ACTH. En casos de diagndstico de
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ingesta de alcohol y farmacos como la fenitoina, el
fenobarbital o la carbamacepina interfieren por induccion
del citocromo implicado en la metabolizacion hepéatica
de DXM generando falsos positivos. Otras causas de
falsos positivos son el alcoholismo, la obesidad, la
enfermedad aguda intercurrente y la depresién grave.
Existen diferentes modalidades dependiendo de la dosis
de dexametasona empleada y de su combinacién o no
con CRH.

—  Supresién nocturna con DXM 1 mg: Es uno de los

méas empleados en la practica habitual, conocido
como test de Nugent. En este, se administra por la
noche, aproximadamente a las 23h, de forma oral
una pastilla de 1 mg de DXM y al dia siguiente sobre
las 8-9h se realiza la extracciéon para determinar
cortisol. La administracion de una dosis
suprafisioldgica de DXM suprime la secrecion de
ACTH y de cortisol en sujetos sanos. En pacientes
con sindrome de Cushing no se produce esa
supresion tras una dosis baja de DXM. El punto de
corte mas utilizado para el cortisol post-DXM es 1.8
pg/dL (S=95% y E=80%).

- Supresion con dosis altas de DXM 8 mg: En este

caso, se considera que la frenacion es correcta si el
cortisol post-DXM es inferior al 50% del valor basal.

- Prueba de DXM-CRH: Esta prueba nos permite

diferenciar los pacientes con sindrome de Cushing
de los pacientes con seudo-Cushing. La prueba
consiste en realizar una frenacién con 2mg/dia
durante 2 dias con DXM y 2 horas después de la
Ultima dosis de DXM realizar un test de estimulacion
con CRH. Los pacientes que presenten un sindrome
de Cushing a los 15 minutos de la inyecciéon de CRH
suelen presentar cortisoles en plasma superior a 1.4
po/dl mientras que los pacientes con seudo-Cushing
presentaran cifras inferiores®.

- Existen otras modalidades de las pruebas de

supresion con DXM en las cuales varia la dosis de
DXM, el tiempo de supresion o la via de
administracion. Todas estas pruebas estan basadas
en la supresién relativa de la concentracion
plasmatica y/o urinaria del cortisol en respuesta a la
administracion de dexametasona. Este tipo de
prueba funcional en funcién de la dosis nos permitira
diferenciar el sindrome de Cushing dependiente de
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ACTH puesto que la supresion estara presente en
aguellos casos de enfermedad de Cushing de origen
hipofisario, pero no en los casos de Cushing
ectopico®.

Test con metopirona: Basado en el efecto inhibido de la
metopirona sobre la 11-B-hidroxilasa, la enzima
responsable de convertir 11-deoxicortisol en cortisol. En
sujetos sanos, la reduccion en la sintesis del cortisol
inducida por la metopirona conduce a un aumento de
ACTH que estimula la sintesis de esteroides previos al
bloqueo. Se considera normal unos valores de cortisol
<5 pg/dl.

Tras comentar las pruebas implicadas en el estudio del eje
hipotalamo hipdfisis suprarrenal vamos a estudiar como se
emplea cada una de las pruebas en el diagnéstico del
sindrome de Cushing y en la insuficiencia suprarrenal.

e Diagnostico del sindrome de Cushing

Las fases del diagndstico bioquimico del sindrome de
Cushing se clasifican en:

1.

Pruebas de cribado: El objetivo es seleccionar aquellos
pacientes potenciales de padecer el sindrome de
Cushing. Dentro de este grupo encontramos aquellos
con obesidad de tipo central especialmente si ademas
presentan diabetes tipo 2, hipertensién arterial,
dislipemia, hiperandrogenismo y alteraciones
menstruales. Para realizar el cribado se recurre a las
siguientes determinaciones:

Cortisol libre urinario: La prueba recomendada para la
deteccion inicial del sindrome de Cushing es la
determinacion de cortisol libre en orina de 24h debido a
que no esté influido por el ritmo circadiano e informa de
la cantidad de cortisol producida al dia. Su rendimiento
diagndstico es alto (90%), siempre que la recogida de
orina sea correcta y que la funcién renal sea normal. El
95% de pacientes con Sindrome de Cushing tiene un
incremento de la excrecién de cortisol en orina. No
obstante, una de cada 4 determinaciones de cortisol
libre en orina es normal en los pacientes con sindrome
de Cushing y en los casos con Cushing leve o episédico.
Por ello, es necesario realizar tres determinaciones de
cortisol libre en orina para que este tenga valor
diagndstico. En lineas generales, valores >300 ug/24h
confirmarian el diagndstico mientras que valores <100
pg/24h lo descartarian. Los valores comprendidos entre
100-300 hacen necesario repetir la prueba o recurrir a
otras pruebas para establecer el diagndstico.

Cortisol en saliva nocturno: La determinacion de cortisol
en saliva de muestra nocturna se ha propuesto como
método alternativo de cribado a la recogida de orina de
24h. La determinacion de cortisol en saliva supone un
método comodo y practico debido a que el paciente
puede tomar la muestra en casa evitando asi situaciones
de estrés generadas por el pinchazo o por tener que
acudir al hospital. La muestra debe recogerse por la
noche, aproximadamente a las 23 h, y entregarse al dia
siguiente en el laboratorio. El problema principal de esta
determinacion es la falta de consenso para la
interpretacion del mismo debido a que hay una gran

dispersion en los resultados obtenidos en los individuos
normales, asi como, en el valor a partir del cual se
establece la sospecha de sindrome de Cushing.

Supresion con DXM nocturna 1 mg o test de Nugent del
que hemos hablado anteriormente.

Pruebas de confirmacién: Tras obtener un resultado
positivo en una prueba de cribado es necesario
confirmar el diagndstico y establecer la causa o el origen
del mismo. En esta fase de confirmacion se lleva a cabo
la repeticion de la determinacion de cortisol libre en orina
de 24 h, ademés de la determinacion de cortisol
plasmaético (basal y en algunos casos tras supresion con
DXM) o salival. Después de la confirmacion sera
necesario llevar a cabo una evaluacion de la
dependencia o no de ACTH y el diagnéstico diferencial
del sindrome de Cushing dependiente de ACTH.

Evaluacion de la dependencia de ACTH: El objetivo es
diferenciar aquellos pacientes en los que el sindrome de
Cushing cursa con valores detectables o elevados de
ACTH (ACTH-dependientes) de aquellos que son ACTH
independientes y por tanto de origen suprarrenal. Para
evaluar la dependencia o no de ACTH se realiza la
determinacién de ACTH en plasma. Encontraremos tres
situaciones?®;

- Concentraciones de ACTH > 20 pg/ml establecen un
sindrome de Cushing ACTH dependiente?®,

- Concentraciones de ACTH < 10 pg/ml® concluyen un
sindrome ACTH independiente.

- Valores de ACTH entre 10 y 20 pg/mi® (5- 15 pg/ml,
segun otros autores'®) requieren de la realizacion de
pruebas funcionales como el test de estimulacion
con CRH. Una falta de respuesta al test indica que
nos encontramos ante un sindrome de Cushing
ACTH-independiente.

Diagndstico diferencial del sindrome de Cushing
dependiente de ACTH: Una vez establecida la
dependencia de ACTH es necesario determinar si la
produccién de ACTH es de origen hipofisario, por lo que
estariamos ante un caso de enfermedad de Cushing, o
por el contrario la produccion tiene un origen ectopico.
En estos casos la determinacién basal de ACTH no
permite distinguir ambas situaciones debido a que existe
un solapamiento entre las concentraciones plasmaticas
de ACTH que se producen. En estos casos, es necesario
recurrir al uso de pruebas funcionales entre las que
encontramos el test de estimulacion con CRH vy las
pruebas de supresion con dosis altas de DXM.

Pruebas de imagen: Ademés del diagndstico bioquimico
es necesario confirmar mediante técnicas de imagen las
alteraciones en la glandula suprarrenal, en la hipéfisis o
en el hipotalamo que supongan el origen del trastorno.
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Sospecha de sindrome de Cushing

!

Se deben determinar

Cortisol ibre en orina de 24 hcortisol salival nocturno por lo menos en
‘ 2 dias distintos
" No concluyente
Intenvalo de referencia Elevado
v .
¥ R b s Supresion con dexametasona
No 9 (1 mg en dosis inica 0.0,5 ma/6 2 das)
Cushing l
Sindrome de Cushing _ Indetectable No frenacion
de origen suprarrenal § ACH
B Elevada
No estimulacion
RS Dependiente de ACTH
\\\\ l
: K :
Estimulacion N\ No estimulacion
Test de CRH

Supresion con dexametasona (8 mg)

Frenacion No frenacion

\ Secrecion ectopica
de ACTH

Sindrome de Cushing
de origen hipofisiario
No concluyente

Cociente > 2-3 L Cociente < 2-3
Cateterismo de senos petrosos nferiores
tras administracion de CRH

Figura 6. Algoritmo diagndstico ante la sospecha de
sindrome de Cushing. Tomado de: Gonzalez Hernandez A,
2019.

e Diagndstico de la insuficiencia suprarrenal

El diagndstico de un paciente con sospecha de insuficiencia
suprarrenal incluye tres etapas:

1. Confirmacion de la existencia de insuficiencia
suprarrenal: Se realiza con determinaciones hormonales
basales siendo la medicién de cortisol sérico basal la
primera determinacion a realizar. Podemos encontrar
diferentes situaciones:

- Un valor de cortisol plasmatico <3 ug/dl confirma el
diagndstico de insuficiencia suprarrenal mientras que
valores superiores a 15 pg/dl permiten descartan con
una alta seguridad la insuficiencia suprarrenal.

- Valores de cortisol entre 3 y 5 pg/dl son altamente
sugestivos de insuficiencia, aunque encontramos una
pequefia proporcidon de personas sanas que pueden
encontrarse en este rango.

- Valores de cortisol entre 10 y 15 pg/dl son muy
sugestivos de normalidad del eje HHA. No obstante, un
pequefio porcentaje de pacientes con insuficiencia
adrenal pueden presentar estos niveles de cortisol.

Como podemos observar, los pacientes con valores de
cortisol entre 3 y 15 ug/dl son aquellos en los que
necesitamos diferenciar si nos encontramos ante una
insuficiencia suprarrenal o ante un sujeto sano. En estos
pacientes en los que los niveles de cortisol son
indeterminados y existe sospecha clinica de insuficiencia
suprarrenal serd necesario recurrir a pruebas funcionales
gue nos permitan confirmar o descartar el diagnostico de
insuficiencia suprarrenal. Entre estas pruebas encontramos:

- Test de hipoglucemia insulinica.

- Test de Synacthen.
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Otras pruebas como el test de metopirona, el test de
glucagéon o el test de estimulo con ACTH para
determinacion de cortisol en saliva.

Identificacion del nivel del eje HHA donde se localiza el
defecto responsable (diagndstico de localizacion): Los
valores plasméticos de ACTH son el elemento clave
para diferenciar entre insuficiencia suprarrenal primaria
y secundaria. La hiperpigmentacién mucocutanea
caracteristica de los pacientes con insuficiencia
suprarrenal primaria es debida a la elevacion de ACTH
y no esta presente en aquellos pacientes que presenten
una insuficiencia suprarrenal de origen secundario. En
los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria, la
pérdida de los mecanismos hipofisarios de
retroalimentacion conlleva a un incremento en la
secrecion de ACTH mientras que en los casos de
insuficiencia adrenal secundaria las concentraciones de
ACTH suelen encontrarse en rangos bajos o normales.
Ademés, en pacientes con insuficiencia suprarrenal
primaria solemos encontrar también déficit de
mineralocorticoides, que conllevan a una
hiperpotasemia e hiponatremia, ausente en los casos de
insuficiencia suprarrenal secundaria.

Diagnéstico etiologico: Una vez establecido el
diagnostico de insuficiencia suprarrenal es necesario
identificar la causa responsable. En el caso de
determinar la existencia de una insuficiencia suprarrenal
primaria serd necesario determinar si la causa de la
destruccion de la glandula es debida a trastornos
adquiridos (adrenalitis autoinmune, infecciones...), a
enfermedades genéticas  (hipoplasia suprarrenal
congénita o adrenoleucodistrofia) o iatrogénica
(farmacos o cirugia). En el caso de determinar una
insuficiencia  suprarrenal  secundaria  debemos
determinar si nos encontramos ante un déficit de ACTH
aislado o asociado a otras deficiencias de hormonas
hipofisarias.

CASOS CLINICOS

e Caso clinico 1:

Exposicion del caso: Mujer de 57 afios con antecedentes
personales de enfermedad renal crénica secundaria a
poliquistosis hepatorrenal. Remitida a Endocrinologia
desde Nefrologia por hallazgo de incidentaloma adrenal
en TC y por cortisol libre en orina de 414 pg/24h (VR:
[13.0 - 75.0] pg/24h).

Anamnesis y exploracion fisica:
Obesidad (P= 70 kg; IMC= 31.9 kg/m2).
Distribucion centripeta de la grasa.

Cara redondeada, estrias rojo vinosas en abdomen y
signos de atrofia muscular.

Algoritmo diagndstico: Se solicita al laboratorio la
determinacion basal de cortisol y ACTH plasmatica,
cortisol en orina de 24h y test de supresién con DXM
nocturna 1 mg. Los resultados obtenidos son los
siguientes:
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Cortisol plasmatico = 27 pg/dl (VR: [6.00 - 18.00] ug/dl).
ACTH= 55 pg/ml (VR: [4.70 - 48.80] pg/ml).

Cortisol urinario= 239 pg/24h. (VR: [13.0 - 75.0] pg/24h)
Cortisol tras supresion con DXM (1mg) = 9.4 pg/dl.

- El punto de corte para el cortisol post-DXM es 1.8
pg/dL (S=95% y E=80%). No supresion.

Ante los datos obtenidos podemos cercar el diagnéstico
a dos condiciones: 1) Enfermedad de Cushing por
hiperfuncion hipofisaria o 2) Sindrome de Cushing por
secrecién ectépica de ACTH. Para diferenciar entre
ambas situaciones se decide realizar un test de supresién
con DXM a altas dosis (8 mg). En la mayoria de los
adenomas hipofisarios corticotropos la administracion de
dosis elevadas de DXM produce una frenacién parcial de
la secrecién de ACTH mientras que los tumores ectopicos
suelen ser mas resistentes a dicha supresion. En este
test se obtiene una supresion mayor al 50%. Se realiza
una RMN que detecta una lesién mixta en la hemihip&fisis
derecha.

Diagnéstico: La paciente es diagnosticada de
enfermedad de Cushing (ACTH dependiente y de origen
hipofisario).

Tratamiento: Se realiza abordaje trashasal y reseccion
del adenoma tras el cual la paciente refiere mejoria
clinica. Disminuye el cortisol libre en orina, pero sin
presentar hipocortisolismo ni disminucion de las cifras
de ACTH. Por ello, se realiza un test de supresion con
DXM nocturna con 8mg en el que no se observa una
supresion adecuada. Se lleva a cabo una RMN que
muestra ausencia radiolégica de microadenoma
hipofisario. Por ello, se determina que la paciente
presenta ademas una secrecion auténoma de cortisol.

Seguimiento: La paciente mantiene actualmente
seguimiento sin tratamiento debido a su situacion real y
sin curacion.

e Caso clinico 2

Exposicion del caso: Mujer de 25 afios que acude a
urgencias por presentar un cuadro de astenia intensa,
mialgias y pérdida de peso acompafada de dolor
abdominal, nduseas y vomitos que le impiden realizar
vida normal. La paciente refiere labilidad emocional con
tendencia a la depresion.

Anamnesis y exploracion fisica:

Destaca hiperpigmentacion cutanea con coloracion
oscura de cicatrices y encias.

Algoritmo diagndstico: Se solicita una analitica urgente
en la que se objetiva hiperpotasemia, hiponatremia y
alteracion del perfil hepatico. Debido a los resultados
obtenidos la paciente ingresa en Medicina Interna para
completar el estudio. Se solicita una analitica completa
que incluye la determinacién de basal de cortisol
plasmatico, ACTH, renina, aldosterona y ratio
renina/aldosterona. Los resultados obtenidos son los
siguientes:

Cortisol plasmatico =
ug/dl).

ACTH > 1676 pg/ml (VR: [4.70 - 48.80] pg/ml).
Aldosterona = 1.72 ng/dl

0.81 ug/ml (VR: [6.00 - 18.00]

Posicion supina/sedestacion (VR: [1.17-23.6 ng/dl)

Renina= 59 puUl/mL

Posicion supina/sedestacion (VR: [2.8-39.9 pUI/mL)

4.

Ratio Renina/Aldosterona = 0.03

Diagnéstico: Los datos obtenidos son compatibles con
un cuadro de insuficiencia suprarrenal primaria con
alteraciones i6nicas secundarias. Se solicita la
determinacion de anticuerpos antiadrenales que
resultan positivos. Por ello, podemos determinar que nos
encontramos ante un caso de insuficiencia suprarrenal
primaria autoinmune o Enfermedad de Addison. Se
realiza RMN abdominal que descarta la existencia de
otras alteraciones a nivel de la glandula suprarrenal.

Tratamiento: Se comienza tratamiento intravenoso
hormonal sustitutivo a altas dosis con buena respuesta.

Seguimiento: La paciente mantiene seguimiento cada 6
meses con controles de potasio. Actualmente se
encuentra en tratamiento con fludocortisona e
hidroaltesona y ha experimentado mejoria de la
hiperpigmentacion.

e Caso clinico 3

Exposicion del caso: Recién nacido prematuro de 7 dias
de edad a cargo de neonatos debido a su prematuridad.

En la prueba de cribado neonatal se obtiene un
resultado alterado para la 17-OH progesterona.

Anamnesis y exploracion fisica:

Genitales femeninos.

No clitoromegalia.

No signos compatibles con virilizaciéon de genitales.

Algoritmo diagnéstico: Se solicita a laboratorio de
manera urgente el perfil hormonal suprarrenal (Figura 7).

Diagnéstico: El perfil obtenido es compatible con
hiperplasia suprarrenal congénita forma clasica
probablemente por déficit de 21-hidroxilasa. Tras los
resultados obtenidos se solicita analisis genético en el
que se determina la mutacién GIn318Stop en el gen
CYP21A2, responsable del déficit de 21-hidroxilasa.

Tratamiento: Se inicia tratamiento con hidrocortisona,
fludocortisona y aportes de NacCl.

Seguimiento: La paciente mantiene actualmente
seguimiento y tratamiento.

Dentro de los trastornos de la glandula suprarrenal podemos
encontrar los trastornos por defectos en la sintesis de

esteroides

conocidos como hiperplasia suprarrenal

congénita (HSC). La HSC engloba todos los trastornos
hereditarios de la esteroidogénesis suprarrenal del cortisol
caracterizado porque se produce un bloqueo en alguna de
las enzimas de la ruta de biosintesis de esteroides. El déficit
de cortisol es un hecho comudn a todas ellas y produce una
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hiperestimulacion de la corteza suprarrenal que es la
causante de la elevacion de los esteroides previo al bloque
enzimatico. Existen formas graves y moderadas en funcion
del grado de afectacion enzimética. En las formas graves o
clasicas, el déficit es completo e inician sus manifestaciones
en la época fetal como ocurre en el caso clinico que
acabamos de presentar. En las formas moderadas o no
clasicas, el déficit es parcial y se manifiestan clinicamente en
la infancia y adolescencia e incluso pueden pasar
desapercibidas hasta la edad adulta.

El déficit de la actividad de la enzima 21-hidroxilasa es la
forma mas frecuente de HSC. El sustrato de esta enzima es
la 17-OH progesterona, por ello su determinacion es clave en
el diagndstico de la HSC puesto que constituye un producto
intermedio en la formacién de cortisol, andrégenos y
progesterona.

ENAC EMAC ENAC
TZD4AA Trazadora destino p§12... *

IH indice de Hemélisis 41 A
IL indice de Lipemia 20

IC indice de Ictericia 14 A
GLU Glucosa 23 mg/dL A
CREA Creatinina 0.62 mg/dL

MA Sodio 137 mEg/L

K Paotasio 5.16 mEag/L

CL Cloro 100 mEg/L

PROG Progesterona 10.90 ng/mL Fy
COR Cortisol 491 pgfdL v
DHEA DHEA-S 741 po/dL A
17HP 17-OH-Progesterona 68.70 ng/mL A
D4A Delta 4 Androstenodiona =10 ng/mL

Figura 7. Resultados obtenidos del perfil hormonal
suprarrenal compatible con hiperplasia suprarrenal
congénita forma clasica. Elaboracion propia.
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INTRODUCCION
e Anatomia del Sistema Nervioso

El sistema nervioso (SN) es una red compleja de estructuras
especializadas que tienen como mision controlar y regular el
funcionamiento de los drganos y sistemas corporales.
Estructural o anatémicamente se divide en sistema nervioso
central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP).

- Sistema Nervioso Central
Derivado del tubo neural y constituido por:

3. Encéfalo. Corresponde a la porcién contenida en la
cavidad craneal y se divide en: cerebro (hemisferios
cerebrales), cerebelo y tronco del encéfalo
(mesencéfalo, puente de Varolio/protuberancia y bulbo
raquideo).

4, Meédula espinal, siendo la porciéon contenida en el
conducto vertebral.

Las caracteristicas especiales de las estructuras que
comprenden el SNC hacen que requieran estar muy
protegidas del medio externo. El encéfalo y la médula se
encuentran protegidos dentro de estructuras Oseas, pero
ademas presentan tejido conectivo que rodea, preserva y
mantiene el SNC dentro del craneo y la columna vertebral,
las meninges. Fisicamente se pueden dividir en:

1. Paquimeninge, también conocida como duramadre, es
la meninge mas externa, gruesa, y resistente de todas.

2. Leptomeninge, constituida a su vez por dos hojas mas
finas y blandas:

- Aracnoides: se adhiere a la superficie interna de la
duramadre y presenta tabiques de tejido conectivo o
trabéculas. Entre estas trabéculas se dispone el
espacio subaracnoideo por donde circula el liquido
cefalorraquideo (LCR). El LCR llena los espacios
internos y actla como amortiguador y regulador de
la homeostasis.

- Piamadre: es la mas interna y delgada, se adhiere
intimamente al encéfalo y a la médula espinal.

En relacion con el LCR y con la proteccion del SNC, cabe
hablar de la barrera hematoencefalica (BHE), una barrera
fisiologica que separa el SNC y LCR de la sangre, gracias a
sus componentes estructurales?.

1. Células del endotelio vascular que presentan uniones
estrechas.

2. Pericitos (células de Rouget o células murales), que son
células contractiles dispuestas alrededor de las células
endoteliales.

3. Lamina o membrana basal de la pared capilar.

4. Pies terminales de los astrocitos perivasculares.
5. Microglia, que forma parte del sistema inmune.

Entre sus funciones esta la de permitir el paso selectivo de
moléculas e impedir el paso de microorganismos o
sustancias no deseadas, ademas de metabolizar diversos
compuestos. La misma eficiencia de la BHE para proteger el
cerebro dificulta las intervenciones terapéuticas, debido a su
baja permeabilidad a los farmacos.

- Sistema Nervioso Periférico

El SNP esta compuesto por el conjunto de nervios y ganglios
nerviosos.

1. Los nervios son haces de fibras nerviosas (axones)
rodeados de tejido conectivo. Transportan informacion
entre el SNC y la periferia corporal. Se pueden dividir
tanto por su conexion con el SNC (craneales y
espinales), como por la direcciéon de transmision de la
informacién (aferentes o sensitivos y eferentes o
motores). Existen:

- 12 pares de nervios craneales designados con
nameros romanos. Hay algunos sensitivos, otros
motores y otros mixtos.

- 31 pares de nervios espinales o raquideos. Cada
nervio, exceptuando el cervical que es Unicamente
motor, esta formado por una raiz dorsal o posterior
(sensitiva) y una raiz ventral o anterior (motora).

2. Los ganglios nerviosos son estructuras que contienen
agrupaciones de somas neuronales. Se dividen en:

- Ganglios somaticos o raquideos (ganglios de las
raices dorsales): se encuentran en la raiz posterior
de los nervios raquideos y son de naturaleza
sensitiva.

- Ganglios auténomos o vegetativos son de naturaleza
motora, dividiéndose en simpaticos y
parasimpaticos.

Hasta este punto se ha realizado una clasificacion estructural
del SN en SNC y SNP, pero funcionalmente puede dividirse
a grandes rasgos en:

1. Sistema nervioso somatico (voluntario), que se encarga
de la detecciéon de cambios en el medio externo y del
control del movimiento.

2. Sistema nervioso auténomo (involuntario), detecta
cambios en las visceras y controla su actividad. Se
divide a su vez de forma anatémica y funcional en
sistema simpatico y parasimpatico.

e Fisiologia del sistema nervioso

El SN esta constituido por dos elementos celulares:
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1. Las células gliales con funcién de soporte.

2. Las neuronas, responsables del procesamiento de la
informacion. Constituyen la unidad funcional basica del
SN, en concreto, el SNC presenta mas de 100.000
millones de neuronas. Estan constituidas
fundamentalmente por tres regiones (Figura 1):

- Elsoma, cuerpo principal de la neurona que contiene
el nicleo y citoplasma.

- Las dendritas, se trata de un numero variable de
prolongaciones ramificadas del soma que reciben los
impulsos nerviosos.

- Axo6n o fibra nerviosa, prolongacion del soma por
donde viaja la sefial de salida, ramificandose para
llegar a otras zonas tanto del SNC como de la
periferia corporal.

Al final del axén hay unas estructuras especializadas, las
terminaciones nerviosas (botones o pies terminales o
sinapticos) a partir de las cuales la informacion se transfiere
a las dendritas de otras neuronas (Figura 1).

El axdn contiene una sustancia intracelular viscosa
denominada axoplasma y puede estar rodeado o no de una
vaina de mielina. La mielina es una estructura rica en
lipoproteinas tales como colesterol, glicerofosfolipidos y
esfingolipidos. Actlia como aislante eléctrico al disminuir el
flujo iénico. La formacion de la vaina es funcién de las células
gliales, oligodendrocitos en el SNC y células de Schwann en
el SNP, ya que son las encargadas de rodear el axén con su
membrana. Las regiones entre las células gliales que no se
encuentran aisladas se denominan nédulos de Ranvier
(Figura 1) y es por donde se produce el flujo de iones, por lo
que los potenciales de accién se transmiten de nédulo a
nddulo estableciéndose una conduccion saltatoria.

En relacion con los potenciales de accion, la informacién se
codifica y distribuye en las neuronas mediante cambios en la
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carga eléctrica. La membrana celular de las neuronas se
polariza, es decir que a través de ella se crea una diferencia
de potencial eléctrico (potencial de membrana). En reposo,
el potencial en el interior neuronal es de -70mV, pero cuando
se estimula o excita una neurona por encima de cierto umbral
se genera una breve inversion de la polaridad
(despolarizacion) y se genera lo que se denomina potencial
de accion. Los potenciales de accién excitan porciones
adyacentes de la membrana y se propagan por el axon,
invadiendo las terminaciones nerviosas.

La informacidn recorre el SNC a través de potenciales de
accioén nerviosos denominados “impulsos nerviosos” a través
de una sucesion de neuronas. La sinapsis es por tanto la
conexion funcional entre las neuronas, pudiendo ser de dos
tipos (Figura 1):

1. Eléctrica. Caracterizada por la presencia de canales
fluidos abiertos que conducen la electricidad de una
neurona a la siguiente. La mayoria presentan uniones
en hendidura. Sin embargo, en el SNC hay solamente
unos pocos ejemplos de este tipo de uniones, siendo
mas frecuentes en la transmision de potenciales de
accion entre fibras de masculo liso o cardiaco.

2. Quimica. Tipo predominante en la transmision de
impulsos nerviosos por el SNC. La primera neurona
segrega  un producto quimico  denominado
neurotransmisor que actla sobre las proteinas
receptoras de la segunda neurona, excitando, inhibiendo
o modificando su sensibilidad. Se conocen gran cantidad
de sustancias quimicas que actian como transmisores
sinapticos, pudiendo dividirse en dos tipos:

- Transmisores de accién rapida y molécula pequefia
(GABA, acetilcolina).

- Neuropéptidos de mayor tamafio molecular y de
accion lenta (oxitocina, angiotensina).
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Figura 1. La neurona, como unidad funcional basica del sistema nervioso, esta constituida de soma, dendritas y axén. Al
final del axén hay unas estructuras especializadas, los botones terminales, donde se produce la sinapsis (quimicas o
eléctricas). El axdn puede estar o0 no rodeado de una sustancia aislante rica en lipoproteinas, la mielina. En un axén

mielinizado va a haber regiones donde no haya mielina, los nédulos de Ranvier, donde se produce el flujo de iones y se

genera una conduccion saltatoria mas eficaz desde un nddulo al siguiente. Adaptado de: Funcion y estructura de la neurona

[Internet]. Disponible en: https://es.khanacademy.org; Yustres Diaz M, 2015; Fisiopatologia de la esclerosis multiple: qué

sucede cuando se une el sistema nervioso central y el sistema inmunoldgico [Internet]. Disponible en: https://infotiti.com/.
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El proceso de sinapsis quimica involucra una serie de
etapas (Figura 2). Los neurotransmisores se encuentran
dentro de vesiculas en el terminal presinaptico. A este
nivel, la membrana presenta muchos canales de calcio
dependientes de voltaje. Cuando el impulso nervioso
llega al terminal, despolariza la membrana y se produce
apertura de gran cantidad de canales de calcio,
permitiendo la entrada de estos iones. Un aumento de los
iones de calcio desencadena la fusion de las vesiculas
con la membrana presinaptica, liberandose los
neurotransmisores hacia la hendidura sinaptica y
finalmente uniéndose a los receptores de la membrana
postsinaptica, generando cambios en su potencial de
membrana.

PATOLOGIA INFECCIOSA E INFLAMATORIA
e Patologiainfecciosa

Las infecciones del SN pueden estar causadas por bacterias,
virus, hongos, y en ocasiones protozoos o parasitos. Otro
grupo de trastornos cerebrales agrupa aquellos producidos
por proteinas andmalas (priones), son las denominadas
encefalopatias espongiformes.

Aunque el encéfalo y la médula espinal estan muy
protegidos, puede haber diversas situaciones que faciliten la
invasion por microorganismos, ocasionando consecuencias
que pueden ser muy graves. Los vehiculos de entrada de los
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microorganismos al SNC son: sangre, directamente desde el
exterior a través de fracturas o cirugia o bien a partir de
estructuras cercanas infectadas (senos paranasales u oido
medio).

La infeccion puede causar inflamacion, mediada por
citoquinas secretadas tanto por células del SNC (astrocitos,
microglia) como por leucocitos y células natural killer
circulantes. La inflamacién se puede dar en diversas
regiones del SNC: encéfalo (encefalitis) en la que los virus
son la causa mas frecuente; médula (mielitis); meninges
(meningitis). Ademas, la contigliidad de las estructuras hace
que se den cuadros mixtos como la encefalomielitis o
meningoencefalitis. Este bloque se detallara posteriormente
en el apartado de inflamacion, como una de las causas de la
misma.

Este tipo de infecciones no suelen quedar limitadas a una
zona en concreto, sino que el microorganismo se disemina
alcanzando todo el SNC. Sin embargo, hay algunos casos
donde la infeccién queda localizada en una Unica region:

1. Enforma de bolsa de pus, generalmente ocasionado por
bacterias (Streptococcus, Staphylococcus aureus, y
Bacteroides fragilis) y que segun su ubicacién se
denominan como:

- Empiemas: ubicados en espacios existentes en el
cuerpo, como en los espacios entre las meninges.
Por ejemplo, los empiemas subdurales entre
duramadre y aracnoides.
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Figura 2. Sinapsis quimica. Transmision sinaptica representada en 7 pasos, desde la llegada del neurotransmisor en
vesiculas de la neurona presinapsica, a su liberacién y union a las proteinas receptoras en la neurona postsinaptica.
Tomado de:Medical Physiology, 2016.
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- Abscesos: coleccion de pus en una cavidad recién
formada y que resulta patoldgica. Por ejemplo, entre
el craneo y la duramadre (epidurales intracraneales)
o dentro del cerebro (cerebrales).

2. El propio organismo envuelto por una pared de
proteccion, denominado quiste. Suele ser caracteristico
de hongos (Aspergillus), protozoos (Toxoplasma gondii)
y parasitos (Taenia solium).

e Patologiainflamatoria

Como se ha comentado anteriormente, el proceso
inflamatorio a nivel del SN puede ser derivado de episodios
infecciosos, pero también de reacciones autoinmunitarias, el
uso de determinados farmacos y vacunas, trastornos
sistémicos etc. En este apartado se exponen los distintos
tipos de inflamacién a nivel del SNC y SNP, junto con su
clinica y causas asociadas.

- Inflamacién a nivel del SNC
1. Encéfalo (encefalitis)

La encefalitis puede presentarse con un cuadro de fiebre,
cefaleas, cambios en la personalidad, alucinaciones,
agitacién, confusién, trastornos conductuales, crisis
epilépticas/convulsiones, pardlisis o somnolencia. Puede
progresar hasta alteraciones del nivel de conciencia, comay
muerte. Aunque es menos frecuente que en casos de
meningitis, se pueden dar en ocasiones vomitos y rigidez en
la nuca. Entre las causas que pueden desencadenar una
encefalitis se encuentran:

- Infecciones:

En primer lugar, los virus, que son la causa mas comun de
encefalitis. Pueden ser causadas por una infeccién directa
del encéfalo o de la médula espinal, dividiéndose en
infecciones esporadicas y epidémicas. Ejemplos de
encefalitis esporadicas serian el virus de la rabia o el virus de
la inmunodeficiencia humana (encefalopatia asociada al
VIH/complejo demencia-sida). Se habla de encefalitis
epidémicas (Tabla 1), cuando se propagan rapidamente en
una poblacién determinada, afectando simultaneamente a un
gran numero de personas durante un periodo de tiempo
concreto. Son causadas por enterovirus o arbovirus, éstos
ultimos transmitidos por artrépodos (mosquitos, pulgas o
garrapatas).

También pueden darse casos de encefalitis por reactivacion
de una infeccidn virica pasada, vinculado a herpes simple
tipo 1, herpes zoster, virus JC (leucoencefalopatia multifocal
progresiva), virus del sarampion (panencefalitis esclerosante
subaguda).

Recientemente, en relacién con la pandemia generada por la
SARS-CoV-2, también se han descrito casos de encefalitis.

En segundo lugar, en ocasiones las bacterias pueden
provocar encefalitis derivada de una meningitis bacteriana,
es lo que se conoce como meningoencefalitis.
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Tabla 1. Clasificacion de los tipos de encefalitis epidémicas,
segun sean transmitidas por mosquitos o garrapatas.
Adaptado de: Encefalitis [Internet]. Disponible en:
https://www.msdmanuals.com.

Por (ltimo, parasitos como las amebas, Toxoplasma (en
casos de SIDA) o Plasmodium (malaria), también pueden
infectar el cerebro y causar encefalitis.

- Reaccién autoinmunitaria

Desencadenada por una infeccién cerebral, una vacuna, un
cancer u otro trastorno, que provoca que el sistema
inmunoldgico ataque a las células del SN.

En las encefalitis autoinmunes asociadas, hay auto-
anticuerpos dirigidos a antigenos de superficie o sinapticos.
Son, por ejemplo, las encefalitis anti-receptor de NMDA,
encefalitis por anticuerpos contra el receptor de GABA-A o el

sindrome de Ofelia (encefalitis por anticuerpos contra el
receptor mGIuRb5).

Por otro lado, existen también encefalitis autoinmunes
paraneoplasicas asociadas a algunos tipos de cancer?:
cancer de pulmén de células pequefias, cancer de ovario y
aparato genital femenino, cancer de mama, tumores de
testiculo, timomas, linfomas y discrasias de células
plasméticas. Se vinculan a autoanticuerpos onconeuronales
dirigidos frente a antigenos intracelulares.
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2. Médula espinal (mielitis)

La mielitis se presenta en forma de una serie de sintomas
evolutivos: de forma subita aparece un dolor en la espalda y
una banda de tirantez alrededor de la zona afectada del
cuerpo (como el térax o el abdomen). También puede haber
dolor en la cabeza o en el cuello. Posteriormente los
sintomas avanzan hacia hormigueo, entumecimiento y
debilidad muscular. También aparece dificultad para orinar.

Los sintomas empeoran durante varios dias y se agravan,
dando lugar a pardlisis, pérdida de sensibilidad, retencion
urinaria y pérdida del control de la vejiga y del intestino.

Dentro de las causas desencadenantes se encuentran:

- Infecciones. Generadas por bacterias (enfermedad
de Lyme, sifilis, tuberculosis...), virus (varicela
zoster, CMV, VIH, Epstein-Barr, enterovirus, Zika,
virus Nilo Occidental). En rara ocasion aparecen
asociadas a algunos parasitos u hongos.

- Diversos trastornos sistémicos: Lupus eritematoso
sistémico (LES), esclerosis mudltiple, neuromielitis
Optica, Sindrome de Sjogren, sarcoidosis...

- Procesos autoinmunes derivados de reacciones post
infecciosas, y determinados farmacos o vacunas.

3. Meninges (meningitis)

En las meningitis los sintomas caracteristicos son: nuca
rigida y dolorosa que hace imposible o muy dificil bajar la
barbilla hasta el pecho, dolor de cabeza (cefaleas), fiebre,
respuestas de forma lenta o ausencia de respuesta (letargia),
foto sensibilidad, rash cutaneo, etc.

La clasificacion etiolégica mas clasica que se realiza es en
infecciosas y no infecciosas:

3.1 Meningitis infecciosas:

A grandes rasgos se distingue la meningitis bacteriana de la
“aséptica”, denominada asi por la negatividad en gram y en
cultivos bacterianos habituales.

- Meningitis bacteriana, de evolucion aguda o
subaguda. Diversas especies vinculadas:
Streptococcus pneumoniae (mas comun), Neisseria
meningitidis Haemophilus influenzae, Escherichia

coli, Listeria monocytogenes, Streptococcus
agalactiae.
- Meningitis tuberculosa (Mycobacterium

tuberculosis), de curso crénico.

- Meningitis virica asociada sobre todo a enterovirus,
pero también a varicela zoster, influenza, paperas,
VIH y herpes simple tipo 2.

- Meningitis micética, de curso cronico y asociado a
Cryptococcus neoformans o Histoplasma, que se
halla frecuente en pacientes con SIDA.

3.2 Meningitis no infecciosas

Causadas por reacciones a farmacos (AINEs, antibioticos,
contrastes radioldgicos) o vacunas. También por diversos
trastornos autoinmunitarios (como artritis reumatoide, LES,
Sindrome de Sjogren); rotura de quistes cerebrales; algunos
tipos de cancer (leucemia, linfoma, cancer mama o pulmon);

o enfermedades inflamatorias (Sarcoidosis, Enfermedad de
Behcet).

- Inflamacién a nivel del SNP

Se denomina neuritis a la inflamacién de uno o mas nervios,
causada por lesiones directas del nervio, infecciones o
enfermedades autoinmunes, heridas, deficiencias
alimentarias, alcoholismo, etc.

Generalmente la neuritis suele afectar los ojos (neuritis
Optica), la zona costal (neuritis intercostal), y la zona del
nervio vestibular (neuritis vestibular).

Los sintomas mas comunes son dolor, generalmente de
caracter urente o0 punzante, sensacion de hormigueo,
alteraciones sensoriales, entumecimiento, hipersensibilidad,
pérdida de la fuerza muscular, alteracion del arco reflejo, y
alteraciones de la circulacion.

- Patologias inflamatorias

Una vez descrita la inflamacién a nivel de estructuras con las
causas asociadas, un resumen de las patologias causantes
de inflamacion a nivel del SN recogeria:

1. Infecciones.
2. Reacciones autoinmunes (postinfecciosas, vacunales).

3. Enfermedades autoinmunes (LES, AR, sindrome de
Sjogren).

4. Enfermedades desmielinizantes®. Son un grupo de
enfermedades con afectacion inflamatoria de la mielina,
sustancia blanca que recubre los axones neuronales.
Esta capa protectora es destruida, por lo que los
impulsos nerviosos se ralentizan o incluso detienen.

- Esclerosis mudltiple (EM): es la mas comun, el
sistema inmunitario ataca la vaina de mielina o a las
células que la producen y mantienen. Esto genera
inflamaciéon y lesiones en la vaina de las fibras
nerviosas a nivel del SNC (cerebro y médula espinal)
y SNP (nervio 6ptico). Al perderse la vaina quedan
multiples zonas de cicatrizacién (esclerosis). Los
sintomas son muy variados y cambian de una
persona a otra segun la afectacion, por ello se le
denomina la “enfermedad de las mil caras”. Van
cursando con brotes segun se vaya incrementando
el dafio neuronal. Entre los sintomas se encuentran:
fatiga, alteracion de la marcha, debilidad o
entumecimiento de extremidades, torpeza,
sensibilidad anormal o reducida, y alteraciones
visuales

- Encefalomielitis aguda diseminada (ADEM):
postinfecciosa, debido a que las proteinas del virus
se asemejan a la mielina, provoca inflamacion de
cerebro y médula espinal.

- Neuritis optica: inflamacién del nervio 6ptico en uno
0 ambos 0jos.

- Mielitis transversal.
- Neuromielitis 6ptica (enfermedad de Devic).

- Leucodistrofias:(Adrenoleucodistrofia,
adrenomieloneuropatia). Son un grupo de trastornos
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metabodlicos genéticos relacionados con el

metabolismo de la mielina.

- Polineuropatias desmielinizantes inflamatorias, a
nivel del SNP, que puede ser aguda (sindrome de
Guillain-Barré) o de curso cronico.

5. Enfermedades neurodegenerativas: Alzheimer,
Parkinson, Esclerosis lateral amiotréfica, Corea de
Huntington, etc.

6. Enfermedades cardiovasculares como el ictus.
7. Traumatismos.

8. Tumores.

METODOS BIOQUIMICOS DE DIAGNOSTICO. LCR

Para el estudio bioquimico de las alteraciones neuroldgicas,
la muestra a analizar es el liquido cefalorraquideo (LCR), ya
que aporta informacién de procesos patoldgicos
relacionados con el encéfalo, la médula y las meninges. En
el adulto ocupa un volumen aproximado de 150 ml
distribuidos por el espacio subaracnoideo (120 ml, entre la
membrana aracnoides y piamadre), y los ventriculos del
cerebro y cisternas que lo rodean (30ml).

Las principales funciones del LCR son de soporte y
proteccién del SNC, control de las caracteristicas quimicas
del entorno, transporte de hormonas y neurotransmisores y
vehiculo para la excrecion de productos relacionados con el
metabolismo celular.

Se sintetiza en su mayor parte (70%) en los plexos coroideos
por un mecanismo combinado de ultrafiltracion del plasma y
transporte activo. Otra parte (30%) se sintetiza en el
revestimiento ependimario de los ventriculos y el espacio
subaracnoideo. Una vez sintetizado pasa al tercer y cuarto
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ventriculo y llega hasta el espacio subaracnoideo, donde
circula entre los hemisferios cerebrales y una pequefia parte
hacia la médula espinal (Figura 3).

Se reabsorbe en las vellosidades aracnoideas, que son
proyecciones que se introducen en las paredes de los senos
venosos. Agrupaciones de estas vellosidades constituyen
unas estructuras macroscopicas denominadas
granulaciones aracnoideas. Cualquier desequilibrio entre su
produccién y reabsorcién o circulacion produce diversas
patologias, reflejandose en su composicion.

El riesgo y la dificultad de la toma de la muestra hace que
sea una muestra muy preciada. Se obtiene por puncion
lumbar, introduciendo una aguja biselada en el espacio
intervertebral (L4-L5) hasta llegar al espacio subaracnoideo
(Figura 3). Se deben extraer tres tubos estériles, el primero
para analisis bioquimico/inmunolégico, el segundo para
microbiologia y el tercero para citologia. Requiere de un
procesamiento inmediato.

e Determinaciones urgentes
- Glucosa

Atraviesa la BHE por mecanismos de difusion pasiva y
transporte activo, por lo que su concentracion en LCR
depende de su concentracion sanguinea.

Los incrementos no tienen significacion diagnéstica en si
misma, pero puede enmascarar una disminucion. Se
relacionan con una glucemia elevada 2-4 horas antes de la
obtencion de la muestra, con algunos casos de encefalitis 0
con una presion intracraneal elevada (traumatismo cerebral,
tumores o lesiones hipotalamicas).

Las disminuciones se deben a hipoglucemias sanguineas,
pero también se asocian a casos de meningitis bacterianas
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Figura 3. Liquido cefalorraquideo (LCR). Izquierda, distribucion del LCR por el espacio subaracnodieo desde su sintesis en

los plexos coroideos hasta su reabsorcion en las vellosidades aracnoideas. Derecha: puncién lumbar entre las vértebras L4

y L5 para la obtencion del LCR, que se recoge en tubos estériles sin anticoagulante. Adaptado de: El liquido cefalorraquideo
(LCR), caracteristicas y funcion [Internet]. Disponible en: https://www.psicoactiva.com/; Puncién lumbar (puncién espinal)

[Internet]. Disponible en: https://medlineplus.gov.
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(en un 50% de ellas), tuberculosas y fungicas. Otras causas
son: toxoplasmosis, sarcoidosis, hemorragias
subaracnoideas, tumores primarios y secundarios del
cerebro y plexos coroideos, linfomas, leucemias,
carcinomatosis meningea y melanomatosis.

El descenso en los niveles se produce por un aumento del
consumo celular (polimorfonucleares, células neoplasicas o
bacterias) o por inhibicién de la entrada de glucosa debido a
cambios en la BHE.

Sirve como monitorizacion de respuesta al tratamiento ya
que sus valores retornan pronto al intervalo fisiologico.

- Proteinas

El 80% difunden desde el plasma al LCR atravesando la
BHE, dependiendo de sus caracteristicas fisico-quimicas
(carga eléctrica, masa molar y radio). Otros factores
condicionantes son la concentraciéon plasmatica y el estado
de la BHE. El 20% restante se origina por sintesis intratecal.

Su medicion sirve para valorar el estado de la BHE y para
descubrir procesos inflamatorios o] de
degeneracion/destruccion del SNC, dando lugar a liberacion
de proteinas especificas.

Los aumentos se vinculan a:

1. Meningitis. Importante para el diagnoéstico diferencial
entre bacteriana y aséptica. Hay que tener en cuenta
que:

- Al inicio no suele elevarse la concentracion de
proteinas.

- Enlas agudas bacterianas la concentracion se eleva
por encima de 1.5g/L.

- En un 10% de las meningitis bacterianas no hay
elevacion de proteinas.

- Un 1% de las meningitis viricas cursan con elevacién
de proteinas superior a 1.7% frente al 50% de las
bacterianas.

2. Sintesis proteica por parte del tumor.

3. Obstruccién al flujo del LCR en caso de traumatismos o
tumores.

4. Accidentes vasculares (embolia cerebral, hemorragia).
5.  Puncién traumatica, por contaminacion.

6. Degeneracion del tejido cerebral (sindrome de Guillain
Barré, Parkinson, ELA).

7. Esclerosis multiple, donde hay mayor sintesis proteica
en el SNC por infiltrados linfoplasmociticos que
aumentan la sintesis de inmunoglobulinas.

No es frecuente su disminucién, pero puede ser debido a
hipertension intracraneal, donde hay mayor filtracion por las
vellosidades; pérdida de LCR (traumatismos, desgarros
durales o punciones previas) o a hipertiroidismo.

- Lactato

No atraviesa la BHE, por lo que su concentracion no tiene
relacion con la del suero. Es producto del metabolismo
anaerobio del SNC, por tanto, aumenta en casos donde se
vea reducido el flujo sanguineo o la oxigenacion del cerebro.

Es muy util como marcador para el diagnéstico precoz de
meningitis bacterianas y fungicas, detectandose en
ocasiones antes que la pleocitosis. Se mantiene alterada
durante mas tiempo después del tratamiento, por lo que
resulta poco util para el seguimiento.

Otras situaciones que provocan la elevacién de lactato en
LCR son la hipoxia o la presencia de tumores.

e Otras determinaciones
- Sintesis intratecal de inmunoglobulinas G

En condiciones fisiolégicas, las inmunoglobulinas (Igs)
presentes en LCR provienen principalmente de la difusion
pasiva desde el plasma, siendo la sintesis local muy baja
(3mg/dia). El aumento de 1gG puede reflejar una alteracion
inmunolégica y un proceso inflamatorio del SNC, en el caso
de que haya produccion de Igs por parte de clones activados
de linfocitos B con heterogeneidad restringida.

Cuando hay un aumento de la concentracién de IgG es
necesario saber si es fruto de un aumento policlonal o
monoclonal en suero, de la alteracién de la BHE o por una
produccion intratecal.

1. Estudio cualitativo: Bandas oligoclonales (BOC)

El método de deteccion mas sensible y recomendado en la
actualidad es el isoelectroenfoque en gel de agarosa y
posterior inmunodeteccion con anticuerpos IgG marcados
con peroxidasa o fosfatasa alcalina. Es esencial procesar
una muestra de LCR en paralelo con una de suero del
paciente.

Tedricamente se pueden identificar cinco patrones o perfiles
(Figura 4), siendo los patrones 2 y 3 los que representan
sintesis intratecal de Igs:

- Patrén 1. Normal, ausencia de BOC.

- Patrén 2. Oligoclonal solo en LCR: respuesta inmune
a nivel del SNC. Por ejemplo, en casos de EM.

- Patrén 3. Oligoclonal, tanto en LCR como en suero,
pero siendo mayor en LCR. Se debe a un proceso
sistémico con respuesta inmune afadida a nivel del
SNC.

- Patron 4. Perfil en espejo, oligoclonal idéntico en
LCR y suero. Relacionado con un proceso sistémico.

- Patréon 5. Perfil en espejo, monoclonal similar en
suero y LCR. Por ejemplo, asociado a una
gammapatia monoclonal.

Este estudio tiene interés diagndstico en sospecha de EM,
ya que la presencia de BOC en LCR ha sido observada en
gran cantidad de pacientes, donde el patrén oligoclonal es
caracteristico de cada paciente y permanece inalterado en el
tiempo. Presenta alta sensibilidad, pero sin embargo no son
especificas de EM, hay otras enfermedades inflamatorias e
infecciosas con sintesis intratecal que cursan con aparicién
de este tipo de bandas en LCR.
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Figura 4. Diferentes patrones en la determinacion de las bandas oligoclonales en liquido cefalorraquideo (LCR) frente al
suero. Izquierda: esquematizacion de las cinco posibilidades tedricas. Valldecabres Ortiz, C., 2015. Derecha: imagenes de
geles de agarosa que muestran los tres tipos de patrones que se informan en el servicio de inmunologia del H.U. 12 de
Octubre: 1. Negativo; 2. Patrén “mas que”, donde se observan mas bandas oligoclonales IgG en LCR que en suero y es
sugerente de sintesis intratecal de 1gG; 3. Patron "espejo”, donde se observan el mismo ndmero bandas oligoclonales IgG en
LCR y en suero y no sugiere de sintesis intratecal de IgG. Elaboracién propia.

2. Estudio cuantitativo con el que medir indirectamente la
sintesis intratecal

- Concentracion de albumina e IgG e indices.

Aunque existen diversas formulas que permiten conocer
indirectamente si hay o no produccion intratecal, Gnicamente
se van a definir dos de ellas.

En primer lugar, el indice albimina LCR/suero, que se utiliza
para conocer la integridad de la BHE. Aunque la albimina es
la proteina mas abundante en LCR, cuando el valor del indice
es superior a 9, indica una alteracién de la BHE.

Alb,p(mg/L)

Cociente de Albiming =
Alby(e/L)

En segundo lugar, el indice IgG LCR/Suero o indice de
Tibbling-Link, utilizado para determinar sintesis intratecal. El
valor de referencia es 0.3-0.7. Valores superiores a 0.7
indican sintesis intratecal de Ig, observandose en 90% de
pacientes con EM.

IgGey - Al

Indice de IgG =
IgGy - Albyy

- Kappa libre. Recientemente se ha descrito como otro
método indirecto para la deteccion de g intratecales,
cuantificando tanto el valor de cadenas kappa libres,
como el indice LCR/Suero.

- Proteina basica de la mielina: actia como antigeno
en esclerosis mltiple y su determinacion ayuda en
la monitorizacion tras el tratamiento.

FISTULAS DE LCR

Las fistulas de LCR son extravasaciones del LCR desde el
espacio subaracnoideo a las cavidades ubicadas en la base
del craneo: cavidad nasal, senos paranasales, caja timpanica
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y senos mastoideos. Se producen tras la rotura de las
barreras que separan estas cavidades del espacio
subaracnoideo, es decir, la base craneal, duramadre y
aracnoides.

Segln su etiologia pueden ser: primarias o espontaneas (3-
4%), relacionadas con malformaciones de la base craneal; o
bien secundarias, en las que el 80% son derivadas de
traumatismos craneofaciales. El resto son iatrogénicas como
resultado de intervenciones quirdrgicas.

El sintoma clinico sugestivo es la aparicion de rinorrea
unilateral, en su mayoria, u otorreas, acompafiado de
cefaleas y sinusitis.

La principal importancia de una fistula de LCR es que
constituye una puerta de entrada hacia el SNC de
microorganismos, pudiendo ocasionar encefalitis o
meningitis.

El diagnéstico clinico se confirma con una serie de pruebas,
como la endoscopia endonasal, distintas técnicas de imagen,
administracion de fluoresceina intratecal (para localizacion y
verificacion de su cierre) o bien marcadores bioquimicos
especificos. Estos se tienen que encontrar exclusivamente
en LCR o su concentraciéon debe ser lo bastante superior a
la de otros liquidos biolégicos, como la sangre.

1. Transferrina desializada o f2-transferrina (banda tau).
2. Proteina B-traza.

3. Glucosay proteinas totales.

4

Prealbumina: llega desde el plasma, pero también se
sintetiza en los plexos coroideos, por lo que su
concentracion relativa (en relaciéon a proteinas totales)
es mayor en LCR que en otros liquidos biolégicos. Se
utilizaba para confirmar las pérdidas de LCR, pero
actualmente estd siendo desplazada por la (2
transferrina o la proteina beta traza.
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1. Transferrina desializada o B2 transferrina o banda
tau.

Se denomina asi porque en electroforesis en gel de agarosa
aparece una banda adicional, que migra mas retrasada (32)
que la transferrina nativa o tetrasializada (81).

Se trata de la forma desializada de la transferrina (proteina
transportadora del i6n férrico), procesada por las
neuraminidasas cerebrales que digieren los residuos de
acido sidlico. Se encuentra principalmente en LCR, aunque
también en perilinfa y humores acuoso y vitreo. Sin embargo,
no se detecta habitualmente en suero ni otras secreciones,
aunque es cierto que en pacientes con consumo cronico y
elevado de alcohol y ciertas variantes genéticas de baja
frecuencia si que puede aparecen en suero.

El método de deteccion es cualitativo, mediante
electroforesis en gel de agarosa para la separacion de las
formas sializada y desializada, y posteriormente
inmunofijacién con anticuerpos anti-transferrina marcados
con peroxidasa. Aparece como una banda mas catédica que
la transferrina nativa.

La deteccién de esta proteina presenta como ventajas:

- Una sensibilidad diagnostica del 73-93% y una
especificidad del 97-100%.

- Requiere un volumen muy pequefio de muestra
(10pL).

- Permite la utilizaciéon de muestras mas viscosas y de
muestras con una contaminacion sanguinea
moderada.

Entre las desventajas estan el requerir de un método
electroforético laborioso para su deteccion, con un tiempo de
realizacion elevado (120-150 minutos). Ademas, el punto de
aplicacion de la muestra estd muy cercano a la zona de
migracion de la B2 transferrina y dificulta la interpretacion del
resultado.

2. Proteina betatraza

Enzima con actividad prostaglandina-D2 sintasa. Es
sintetizada por los plexos coroideos y leptomeninges, por lo
gue se encuentra principalmente en LCR, siendo una de las
proteinas mas abundantes tras la albumina. Se pueden
encontrar en pequefias concentraciones en el humor acuoso
y perilinfa.

Se detecta cuantitativamente mediante un método
inmunonefelométrico. Para su utilizacion diagndstica se
requiere establecer un punto de corte a partir del cual se
considera positivo la presencia de LCR en la muestra.
Inicialmente os que estaban descritos en la literatura tenian
un amplio rango (0,35 a 6,00 mg/L). Por ello, un estudio4
propone un punto de corte en 0,68mg/L (con el que obtienen
un valor predictivo negativo para descartar fistula en LCR del
100%) y superior a 1.14mg/L para confirmar fistula.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que hay situaciones
clinicas donde se altera su valor, como son la insuficiencia
renal (que provoca su elevacion) y la meningitis bacteriana
(que lo disminuye).

Cuando los valores se encuentran entre 0.68 y 1.14 mg/dL
no es posible dar una respuesta concluyente, por lo que la
determinacion de B2 transferrina podria ayudar a esclarecer
si se trata de una fistula, al igual que en situaciones donde
no es posible determinarla por viscosidad o escasez de la
muestra, insuficiencia renal o meningitis bacteriana. Con
esto, Cardenas MC et al. establecen un algoritmo de trabajo
en caso de sospecha de fistula (Figura 5). Dada la urgencia
e importancia diagnostica de la determinacion de la
presencia de LCR, la muestra se procesa el dia de su
recepcion para la medida de la proteina B-traza. Se solicita
una nueva muestra cuando haya mucha sospecha y ambos,
B2 transferrina y B-traza sean negativos, ya que puede ser
un falso negativo por pérdida intermitente o escasa de LCR.
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Figura 5. Algoritmo de trabajo para la confirmacion de fistulas de

liquido cefalorraquideo, incluyendo la determinacion de dos
parametros bioquimicos, la proteina B-traza y la 2 transferrina.
Adaptado de: Céardenas et al, 2017.

3. Glucosay proteinas totales

Un estudio prospectivo® plantea el poder aplicar la
concentracion de glucosa y proteinas totales para el
diagnostico de fistula. Debido a que la determinacion de 32-
transferrina y la proteina 3-traza no esta disponible en todos
los laboratorios, tanto por motivos econémicos como por una
demanda poco significativa, por desconocimiento o por
algoritmos de actuacion que no las contemplan.

Estd ampliamente documentado que el LCR presenta
concentraciones mas elevadas de glucosa que la secrecion
nasal, ademas de una menor concentracion de proteinas,
incluso en situaciones donde la proteinorraquia se
incrementa, como infecciones o traumatismos.

De este modo se realizd un estudio analizando glucosa y
proteinas totales en LCR y secreciones nasales. Revisando
los resultados, establecieron un punto de corte para
considerar que la muestra pertenecia a LCR: cifras de
glucosa superior a 40 mg/dL y de proteinas totales inferiores
a 100 mg/dL.
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Posteriormente, se compararon diagnésticos de casos
sospechosos de fistula tanto con este método biparamétrico
como con el método con la B2-transferrina, y se comprobé
con el diagndstico definitivo obtenido mediante técnicas de
imagen. Los resultados de ambos métodos fueron bastante
similares y certeros, con una sensibilidad, especificidad y
precision del 88%, 89,9% y 89,2% respectivamente para el
método biparamétrico frente al 89,2%, 94,6% y 92,8% de la
B2-transferrina. Ademas, el valor predictivo negativo
obtenido con ambos métodos era del 94%, por lo que el
método biparamétrico permite descartar con alta
probabilidad la presencia de fistula.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno
neurodegenerativo, cronico, progresivo e irreversible que
constituye la principal causa de demencia relacionada con la
edad, siendo esta el principal factor de riesgo de esta
patologia.

En rasgos generales, la fisiopatologia de la enfermedad esta
relacionada con el acimulo de proteinas, como [-amiloide y
Tau hiperfosforilada (pTau) en el cerebro, provocando un
deterioro progresivo que afecta inicialmente a la memoria
(con especial predileccion por la memoria a corto plazo) y
posteriormente al habla y al sentido de la orientacion,
habilidades cognitivas, conductuales y psicolégicas.

La EA fue descrita por primera vez en 1906 por el psiquiatra
y neuropatologo aleman Alois Alzheimer en una conferencia
titulada “Una enfermedad grave caracteristica de la corteza
cerebral”. En ella recogia el estudio realizado a Auguste
Deter, una mujer de 51 afios de edad que padecia demencia
progresiva y alucinaciones. Tras el fallecimiento de esta, A.
Alzheimer realizé un andlisis post mortem del cerebro
encontrando dos tipos de anomalias: depdsitos
extracelulares (interneuronales) de proteinas, denominados
placas seniles y una marafia de proteinas dentro de las
neuronas, designados entonces ovillos neurofibrilares.

Sin embargo, no fue hasta 1976 cuando la EA fue reconocida
como una forma frecuente de demencia y hasta los afios 80
cuando se conocid que las placas seniles estaban

compuestas de un péptido denominado f-amiloide.

EPIDEMIOLOGIA

La EA constituye, junto con la enfermedad de Parkinson, la
patologia neurodegenerativa mas prevalente entre la
poblacion del mundo desarrollado. Actualmente, en torno a
800.000 personas padecen la enfermedad sé6lo en Esparia,
ascendiendo esta cifra a 50 millones de afectados a nivel
mundial.

La EA supone un gran impacto en la sociedad y en nuestro
sistema sanitario debido a que la prevalencia de la
enfermedad a nivel europeo se sitia entre el 3-7% de la
poblacién mayor de 60 afios aumentando hasta un 34% en
mayores de 85 afios. Ademas, debido a la tendencia de
nuestro entorno y al envejecimiento poblacional como
consecuencia del aumento de la esperanza de vida, se prevé
gue la prevalencia aumente progresivamente por lo que la
EA constituira uno de los problemas sociosanitarios de
mayor envergadura a resolver en los proximos afios.

En Espafia, cada afio se diagnostican unos 150.000 nuevos
casos de EA, y aun asi se considera una enfermedad
infradiagnosticada ya que se estima que el 80% de los casos
gue aun son leves no estan identificados. Esta situacion
impide la administracion, de forma precoz, de tratamientos
gue ralenticen el deterioro cognitivo.

Por todo ello, es necesario el estudio de biomarcadores de la
EA que permitan detectar esta patologia en estadios
iniciales, asi como evaluar nuevas terapias encaminadas a
detener o retrasar su evolucion.

FACTORES DE RIESGO DE LA EA

La EA es el resultado del efecto de un conjunto de factores
de riesgo modificables (tabaquismo, sedentarismo, mala
alimentacion, distintos  tratamientos  farmacologicos,
aislamiento social...) y no modificables (edad, presencia del
alelo E4 de la apolipoproteina E, diabetes, hipertension
arterial, enfermedades cardiovasculares, etc.). Ademas, se
conoce la existencia de ciertos factores protectores como
poseer un mayor nivel educacional, cultura, participacion en
actividades intelectuales, que permiten que ciertos individuos
presenten la enfermedad mas tarde que aquellos sujetos con
las mismas alteraciones histopatoldgicas. Esto es debido a
gue la educacion y la exposicién a actividades mentales y
sociales aumenta las conexiones interneuronales
compensando el dafio cerebral y retrasando la aparicion de
la demencia.

Entre los factores de riesgo cabe destacar la presencia del
alelo ApoE4 del gen APOE, muy relacionado con el riesgo de
padecer EA. La ApoE es una proteina con alta expresion
cerebral implicada en mdltiples procesos celulares como el
transporte de colesterol y, a nivel del sistema nervioso central
(SNC), es importante en la plasticidad sinaptica. Presenta
tres isoformas distintas: ApoE2, ApoE3 y ApoE4. La
presencia del alelo ApoE2 se describe como un factor de
proteccion para la EA al tener una mayor eficacia reparadora
y neuroprotectora. Sin embargo, la presencia del alelo ApoE4
se ha asociado a un incremento del riesgo de padecer EA,
sobre todo si este alelo se encuentra en homocigosis. El
aumento del riesgo se debe a que en la apolipoproteina E4
se da una interaccion entre los dominios N y C terminal que
disminuye la estabilidad proteica. Ello hace que sea nociva
para la microcirculacion cerebral, faciltando ademas la
agregacion de los péptidos de [-amiloide y disminuyendo su
eliminacion a través de la barrera hematoencefalica.

Por ultimo, se ha demostrado que estas tres isoformas son
capaces de promover, diferencialmente, la transcripcion del
gen APP, que codifica la proteina precursora de amiloide
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(APP), siendo la ApoE4 la que induce de forma mas intensa
su expresion, favoreciendo la elevacion de los niveles
cerebrales de [S-amiloide. Esto explicaria la mayor expresion
de esta isoforma en distintas demencias como EA, demencia
vascular y demencia con cuerpos de Lewy.

ETIOPATOGENIA

El cerebro de los pacientes con EA sufre distintas
alteraciones tanto macroscépicas como microscépicas
(Tabla 1).

Contraccion del giro cerebral

) Ensanchamiento de los surcos
Alteraciones

macroscopicas Engrosamiento de las leptomeninges

Dilatacion de los ventriculos

Formacién de ovillos neurofibrilares
(intraneuronales)
Alteraciones

microscopicas Formacion de placas de amiloide o

placas seniles (interneuronales)

Tabla 1. Alteraciones fisiopatoldgicas en la EA. Elaboracion
propia.

En primer lugar, es importante tener en cuenta que estas
alteraciones microscépicas no son exclusivas de la EA, sino
que aparecen en otros tipos de enfermedades
neurodegenerativas como en la demencia por cuerpos de
Lewy o en la paralisis supra nuclear progresiva, incluso es
comun encontrarlas como consecuencia del envejecimiento
habitual, pero en este caso el nUmero de lesiones es menor
y se distribuyen de manera difusa por el cerebro.

El acimulo de diversas proteinas como 3-amiloide y pTau,
provoca una desestructuracion neuronal que derivara en
muerte neuronal y pérdida de sinapsis dando lugar a la
sintomatologia caracteristica de la enfermedad: la demencia.

e Placas seniles o placas de amiloide

Las placas de amiloide estan formadas por el acumulo
extracelular de proteina f-amiloide. Esta proteina se forma
por escision proteolitica de la APP, una glucoproteina
transmembrana codificada por el gen APP localizado en el
cromosoma 21. Existen tres grupos de enzimas secretasas

que catalizan la escision de la APP: a-secretasas, f3-

secretasas (BACE-1) y y-secretasas (presenilina 1, PSEN1,

y presenilina 2, PSEN 2). En funcion de las enzimas que

participen se obtendrd un producto proteico diferente y se

hablara de un tipo u otro de escisién proteolitica:

- Protedlisis no amiloidogénica (fisiolégica): llevada a
cabo por la a-secretasa y y-secretasa dando lugar a los
péptidos a-APP y p3.

- Protedlisis amiloidogénica (patoldégica): en este
caso, la metabolizacion de APP se lleva a cabo por la -
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secretasay y-secretasa. El corte de la §-secretasa tiene
lugar en el dominio extracelular N-terminal de la proteina
mientras que el corte por la y-secretasa se da en el
dominio transmembrana C-terminal. El resultado final de
esta escision son los péptidos S-APP y [$-amiloide. El
90% del [-amiloide formado es una proteina de 40
aminoacidos conocida como AfS-40 mientras que el 10%

restante es una proteina de 42 aminoécidos, Aﬁ-42,
mas insoluble que la anterior y que tiende a oligomerizar
dando lugar a fibras y placas seniles que, en ocasiones,
pueden aparecer en el seno de agrupaciones de
neuronas distroficas, denominandose entonces placas
neuriticas y asociandose a un mayor dafio neuronal.

Las formas familiares de la EA por mutaciones en el gen APP
se relacionan con modificaciones en la zona de la proteina

donde acttan la f-secretasa y y-secretasa, dando lugar a
un incremento de la relacion Af-42/ Af-40. Del mismo

modo, se observa una ratio Af-42/ AS-40 aumentada en el
caso de las mutaciones en los genes que codifican para las

presenilinas 1y 2 (y-secretasas), PSEN 1y PSEN 2, ya que
se produce un aumento de la actividad y-secretasa.

e Ovillos neurofibrilares

La proteina Tau asociada a los microtubulos, codificada por
el gen MAPT localizado en el cromosoma 17, se encarga de
regular la polimerizacién de los monémeros de los
microtubulos del citoesqueleto, facilitando la formacién y
estabilizacion de los neurofilamentos que sostienen el axén
neuronal.

En primer lugar, cabe recordar la importancia del
citoesqueleto para mantener la estructura celular y permitir la
extensién de neuritas y conexiones neuronales (plasticidad
neuronal), en el tréfico intracelular de proteinas y organulos,
incluido el transporte a lo largo de los axones. Por lo tanto,
sus alteraciones pueden modificar facilmente el transporte
axonal y afectar a las funciones de las terminaciones
sinpticas y, en consecuencia, a la viabilidad neuronal.

Los microtdbulos del citoesqueleto estan formados por -

tubulinay B-tubulina, asi como por otras proteinas asociadas
como la proteina Tau. Esta proteina presenta seis isoformas
distintas formadas por splicing alternativo de un Unico ARN
mensajero. Todas ellas se encuentran en el SNC del adulto
con alta expresion en axones corticales.

Esta proteina puede fosforilarse en el dominio de unién a
microtUbulos disminuyendo su afinidad por estos y, en
consecuencia, la polimerizacién. En la EA, la proteina Tau se
hiperfosforila (existen hasta 39 zonas distintas de
fosforilacion), desensamblandose el citoesqueleto vy
alterandose el flujo axoplasmico, perdiendo la conectividad
neuronal. Ademas, la proteina pTau es capaz de llegar a
neuronas intactas a través del espacio sinaptico y provocar
la hiperfosforilacion de otras proteinas Tau. Estos
monomeros de pTau presentan resistencia a la accion de
proteasas derivando en una degradacion ineficiente,
acumulandose y favoreciendo su asociacion entre si
formando agregados filamentosos insolubles que se
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organizan en forma de filamentos helicoidales que daran
lugar a los ovillos neurofibrilares intracitoplasmaticos.

Estos acumulos de Tau no son especificos de la EA, también
se dan en otras enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Pick (demencia frontotemporal). Las
enfermedades donde se producen acumulos de proteina Tau
se conocen como taupatias.

ETAPAS Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La sintomatologia clinica de la EA se puede dividir en un total
de seis etapas en funcion de la deposicion y cantidad de
ovillos neurdfibrilares formados en las distintas regiones del
cerebro.

Las etapas iniciales de la enfermedad (I y 1) cursan con un
deterioro de la memoria a corto plazo y una desorientacion
espacial moderada. Estos primeros sintomas suelen ser el
motivo de consulta de pacientes y familiares y se deben a un
deposito de ovillos en tronco cerebral y cortezas entorrinales
y transentorrinales, en el I6bulo temporal medio.

Las etapas intermedias (Il y IV) cursan, ademas, con
desorientaciébn en tiempo y espacio, dificultades de
comprension y conceptualizacion en el habla y otros
sintomas de demencia (debido al depdsito en hipocampo y
corteza limbica, también en I6bulo temporal).

En las etapas finales (V y VI) se produce una acumulacién
en areas motoras (neocortex) y zonas sensitivas agravando
los sintomas anteriores y afiadiendo dificultad para el
reconocimiento de objetos y otras habilidades perceptuales
y motoras.

Las distintas guias clinicas de la EA numeran hasta 10 signos
de alarma de la EA por los cuales se debe acudir a un
especialista:

- Pérdida de memoria que afecta a la vida diaria
- Dificultad para llevar a cabo tareas del hogar

- Problemas con el lenguaje

- Desorientacion espacio-temporal

- Juicio pobre o disminuido

- Problemas con el pensamiento abstracto, como los
nameros

- Pérdida de objetos

- Cambios en el humor o en el comportamiento
- Cambios en la personalidad

- Pérdida de iniciativa

Otras complicaciones mas avanzadas son: sintomas
psicoticos, agitacion, agresividad, trastornos del suefio, crisis
epilépticas y trastornos del apetito. En fases finales se
afectan el sistema motor y la deglucién, condicionando
trastornos de la marcha, encamamiento, Ulceras, trombosis
venosa, malnutricion e infecciones, que si se agravan
pueden llegar a ocasionar el fallecimiento del paciente.

FORMAS Y SUBTIPOS

Existen dos tipos bien diferenciados de EA: la EA de inicio
precoz, forma hereditaria de la EA producida por mutaciones
en varios genes; y la EA de inicio tardio, senil o esporadico,
sin causa bien definida actualmente.

e EA hereditario

Las formas de EA hereditarias son minoritarias,
representando entre un 1-5% de todos los casos. Se
caracteriza por su inicio precoz y aparece en pacientes
menores de 60 afios en su mayoria con historia familiar
positiva.

Hoy en dia se conocen mutaciones patogénicas en los genes
APP, PSEN1 y PSEN2, presentando un patrén de herencia
autos6mica dominante.

e EAdeinicio tardio, senil o esporadico

Esta forma de EA representa entre el 95-98% de los casos.
Cursa sin historia familiar positiva y la genética actla
Unicamente como factor de riesgo.

DIAGNOSTICO

El diagnéstico precoz de EA es clave para prevenir que un
deterioro cognitivo leve progrese a EA y para llevar a cabo
una terapia exitosa que ralentice la aparicion de la
enfermedad.

El diagnostico definitivo de la enfermedad es neuropatolégico
post mortem y solo se realiza en vida de manera excepcional.
Por ello, en la mayoria de los casos, el diagnéstico es de
probabilidad, excepto en aquellos pacientes en los que se
conoce la existencia de una mutacién en alguno de los genes
implicados en la forma hereditaria de EA (APP, PSEN1 y
PSEN2).

En el afio 2011, el National Institute of Aging y la Alzheimer’s
Association (NIA-AA), publicaron una actualizacién de los
criterios diagnésticos de la EA!, donde se tienen en cuenta
tanto criterios clinicos (deterioro cognitivo leve) como
resultados positivos en biomarcadores en liquido
cefalorraquideo (LCR); Af-42, proteina tau total (tTau) y
pTau, o presencia de degeneracidon observada mediante
técnicas de neuroimagen (RMN, PET amiloide y PET con
marcaje con fluorodeoxiglucosa).

El estudio conjunto de estos biomarcadores ha permitido
definir la enfermedad como un proceso biolégico continuo
(Figura 1) con una fase preclinica asintomatica en la cual ya
se observa dafio neuronal, asi como alteraciones en la
estructura cerebral, gracias a las técnicas de imagen o al
estudio de los biomarcadores en LCR, seguida de una fase
prodromica o inicial caracterizada por la presencia de
deterioro cognitivo leve y de una fase de demencia donde los
sintomas son mas graves. Por lo tanto, la medida conjunta
de estos marcadores en LCR permite tanto el diagnéstico
temprano de la forma esporadica de EA como su
identificacion en la fase preclinica con una sensibilidad y
especificidad superior al 85%.
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e Biomarcadores de imagen

Las técnicas de neuroimagen suponen una forma eficiente y
no invasiva de identificar alteraciones anatomopatoldgicas
especificas de la EA y descartar otros trastornos. Son
marcadores topograficos que se relacionan con la intensidad
de la clinica ayudando a conocer la progresion de la
enfermedad.

La resonancia magnética cerebral es la técnica de
neuroimagen estructural de eleccion ya que permite evaluar
el grado de atrofia cerebral del paciente.

La PET-FDG usa como trazador la fluorodeoxiglucosa,
analogo de la glucosa y cuyo déficit en la captacion indica
una disminucién del metabolismo de la glucosa, extrapolable
a lesiones neuronales y disfuncion sinaptica en la EA. Un
PET-FDG normal es practicamente excluyente de
enfermedad neurodegenerativa.

El PET amiloide aporta informacion del deposito de amiloide
in vivo. El radiotrazador afin a f-amiloide se unird a los
acumulos cerebrales de esta proteina si los hay. Figura 2.

Abnormal

-~ Amyloid-f accumulation (CSF/PET)

~ Synaptic dysfunction (FDG-PET/MRI)
Tau-mediated neuronal injury (CSF)

== Brain structure (volumetric MRI)

= Cognition

= Clinical function

Preclinical ' MCI Dementia

Clinical Disease Stage

Figura 1. Modelo en el que se describe el proceso continuo
de aparicion de los distintos biomarcadores de EA y su
evolucion desde una fase preclinica hasta la fase de
demencia. Tomado de: Reisa A Sperling, 2011.

"Cc-PIB ""F-FLORBETAPIR

"'F-FLORBETABEN "F-FLUTEMETAMOL

NEGATIVO

POSITIVO

Figura 2. Imagenes PET negativas (fila superior) y positivas
(fila inferior) para la presencia de placas de f-amiloide
realizadas con distintos radiofarmacos. Tomado de:
Camacho V, 2018.
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e Biomarcadores bioquimicos en LCR

El analisis de biomarcadores en LCR ha permitido el
diagndstico clinico-bioldgico de EA.

Los biomarcadores mas estudiados son A,B-42, Aﬁ-40, pTau
y tTau.

Desde un punto de vista fisiopatolégico, en enfermos de
Alzheimer aparecen niveles reducidos de Af-42 en LCR
debido a que estos péptidos hidrofébicos son secuestrados
del espacio extracelular y del LCR en las placas amiloideas
cerebrales. Sin embargo, el péptido AS-40 es el péptido
amiloideo mas abundante en LCR encontrdndose en
concentraciones hasta 10 veces superiores que AfS-42. Es

interesante incluir el estudio de A-40 porque, aunque su
concentracién no se encuentre alterada en EA, aporta un
valor diagnéstico en aquellos casos en los que existe
discrepancia entre los resultados de Tau y Af-42. Por
ejemplo, ante niveles de Af-42 normales, si la ratio A3-42/
AB-40 esta disminuida puede ser compatible con EA en
pacientes con alta produccion de amiloide. En cambio, ante
niveles patologicos de Af-42, si la ratio Af-42/ Af3-40 esta

aumentada, es indicativo de un perfil de bajo productor
amiloide.

Los niveles elevados de pTau y tTau se asocian a
neurodegeneracion y a la presencia de ovillos neurofibrilares.

La sensibilidad y especificidad para EA del estudio de estos
biomarcadores es mayor del 85% tanto en la fase clinica de
EA como en el estadio preclinico.

e Biomarcadores bioquimicos en sangre

Uno de los principales inconvenientes del estudio de
biomarcadores en LCR es el caracter invasivo de la técnica,
por lo que se estan desarrollando distintos biomarcadores en
sangre. Entre ellos se encuentran la cuantificacion de pTau,

AB-42 y la subunidad ligera de los neurofilamentos (NfL).

Se ha visto que la medida de pTau permite detectar la
enfermedad y diferenciarla de otras enfermedades
neuroldgicas que cursen con los mismos sintomas. Esta se
eleva en sangre en las fases preclinicas de la EA siendo un
biomarcador prometedor en el cribado de pacientes para
ensayos clinicos y como predictor del prondstico de EA.

Diferentes estudios han demostrado una buena correlacion
entre los niveles plasmaticos de Aﬁ-42 y los niveles en LCR,
asi como los depositos cerebrales reflejados en el PET. Sin
embargo, el estudio de este biomarcador de momento se
realiza por técnicas complejas que aun no pueden aplicarse
en la practica clinica diaria.

Por dltimo, NfL es un marcador de neurodegeneracion,
inespecifico pero muy sensible, que proporciona informacién
sobre el estadio de la enfermedad y su pronéstico.
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TRATAMIENTO
e Tratamiento farmacolégico

Se ha demostrado que los sintomas de la EA se deben a un
déficit de acetilcolina y a un incremento de los efectos
excitatorios del glutamato.

Debido a ello, se emplean farmacos inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa, como donazepilo, galantamina y
rivastigmina, que retardan la degradacion de acetilcolina
mejorando el estado de alerta, la capacidad para realizar
actividades de la vida diaria y los sintomas psicologicos y
conductuales de la enfermedad. También se emplean
farmacos antagonistas de los receptores glutamatérgicos
NMDA, como la memantina, que mejora el estadio clinico
global, la cognicidn y las alteraciones conductuales.

e Intervenciones cognitivas

Intervenciones no farmacolégicas focalizadas en la
estimulacién cognitiva, como la logopedia para mejorar los
trastornos de la comunicacion, la fisioterapia para mejorar la
motricidad, la psicoterapia para tratar problemas de emocién
como depresion o ansiedad, ¢ la terapia ocupacional que
entrenara las actividades béasicas de la vida diaria. Es
ademas especialmente importante el apoyo a cuidadores y
familiares, ayudandoles a gestionar el estrés y educandoles
en la enfermedad.
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INTRODUCCION

Los lisosomas son organulos intracelulares citoplasmaticos
que se encuentran en todas las células nucleadas,
especialmente en células con funcién fagocitica. Su
cometido principal es la degradacién de macromoléculas de
procedencia extracelular e intracelular. Esta degradacion se
lleva a cabo gracias a que estos organulos son ricos en unas
enzimas llamadas hidrolasas, existiendo hasta 50-60
hidrolasas diferentes. Una de las condiciones necesarias
para el correcto funcionamiento de estas enzimas es el pH
acido del medio, por ello se conocen como hidrolasas acidas.

Las enfermedades de deposito lisosomal (EDL) o
enfermedades lisosomales son trastornos hereditarios
monogénicos que se pueden originar por alteraciones en la
sintesis 0 en la funcion de una de estas hidrolasas acidas,
aunque también pueden deberse a defectos o alteraciones
de una proteina lisosémica necesaria para la biogénesis o el
funcionamiento normal de los lisosomas. En consecuencia,
los sustratos no se degradan correctamente y se acumulan
dentro del lisosoma dando lugar a un dafio crénico
progresivo de distintos 6rganos y tejidos.

Son consideradas enfermedades raras ya que se han
descrito alrededor de 50 EDL presentando una incidencia
conjunta de 1 caso de cada 7000 nacidos vivos. Estas
enfermedades presentan distribucion panétnica a pesar de la
mayor prevalencia de algunas de ellas en determinados
grupos étnicos como los judios ashkenazis.

Las EDL no suelen manifestarse en el momento del
nacimiento. Los sintomas aparecen de forma progresiva y
variable al ir acumulandose el material no degradado en los
diferentes tejidos, presentando un espectro sintomatico
amplio.

La mayoria de las alteraciones lisosomales afectan a
procesos catabdlicos por lo que se agrupan
convencionalmente bajo los nombres quimicos de los
sustratos no degradados que se acumulan (Tabla 1).

CAUSAS GENETICAS

Las EDL presentan un patrén de herencia autosémica
recesiva con excepcién de las enfermedades de Danon,
Hunter y Fabry que se heredan ligadas al cromosoma X.

Estas enfermedades son normalmente monogénicas, es
decir, estan causadas por mutaciones en un solo gen,
aunque la variedad de mutaciones entre distintos pacientes
es elevada. El resultado final de estas mutaciones puede ser
la pérdida completa de la actividad enzimatica o una pérdida
parcial, existiendo en algunos casos, cierta actividad
residual.
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La causa de la mayoria de las EDL son mutaciones en el gen
que codifica la enzima dando lugar a un déficit enzimatico o
a una baja actividad residual. Sin embargo, también pueden
darse mutaciones en genes implicados en el correcto
funcionamiento de estas hidrolasas como, por ejemplo, en
genes que codifican proteinas activadoras de la actividad
hidrolitica de la enzima lisosomal (enfermedad de Gaucher
por mutaciones en saposina C), mutaciones en genes que
codifican transportadores de la membrana lisosomal
(cistinosis) o mutaciones en genes que codifican proteinas
necesarias para la funcion del lisosoma (enfermedad de
Danon). Estas enfermedades también pueden darse por
alteraciones post-traduccionales debido a anomalias en el
plegamiento de las enzimas en el reticulo endoplasmico o en
la glucosilacion de estas en el aparato de Golgi. Asimismo,
pueden ser causadas por un defecto enziméatico debido a la
inestabilidad de la enzima en el lisosoma al no formarse el
complejo multienzimatico correspondiente.

Ademas, hay que tener en cuenta que una Unica alteracion
puede provocar déficits de varias enzimas.

ESFINGOLIPIDOSIS

Los esfingolipidos son un tipo de lipidos formados por una
molécula de ceramida y un grupo polar (Figura 1).

HO-CH-CH=CH=(CH;)12-CHj3
i
|

CH_NH-C e T N A A e

CH2-0 -X

Figura 1. Estructura quimica de los esfingolipidos.
Elaboracién propia.

La ceramida es una molécula formada por esfingosina
(aminoalcohol insaturado de 18 carbonos) y un acido graso
de cadena larga unida a esta a través de un enlace amida.
El grupo polar se une a través del alcohol primario y puede
ser un azucar o un alcohol, dando lugar a los distintos tipos
de esfingolipidos: esfingomielinas, cerebrésidos, globdsidos
y gangliésidos, formando parte estos tres ultimos del grupo
de los glucoesfingolipidos.
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Los esfingolipidos son componentes esenciales de las
membranas celulares localizandose en practicamente todos
los tejidos del organismo, aunque en distintas proporciones

(Tabla 1). Son especialmente importantes en las vainas de
mielina del sistema nervioso central donde contribuyen a que
tenga lugar una correcta sinapsis neuronal.

Especialmente
abundantes en
la vaina de
mielina

Fosfocolina o

Esfingomielinas -
9 fosfoetanolamina

Membranas de

Un monosacarido: | tejidos nerviosos

Cerebrosidos galactosa o (galactosa) y no
glucosa nerviosos
(glucosa)
. Membranas de
Dos o mas eritrocitos
e lEEEE: B miocitos, células
Globoésidos glucosa, D- "
endoteliales,
galactosa o N- p iy
: . higado, rifién,
acetilgalactosamina
bazo

Oligosacaridos +
uno o varios
residuos del acido
sialico N-acetil-
neuraminico
(NANA)

Abundantes en
células del tejido
nervioso

Gangliésidos

Tabla 1. Clasificacion de esfingolipidos segun grupo polar.

Adaptado de: Gonzélez Hernandez et al., 2019.

Las esfingolipidosis son enfermedades hereditarias
derivadas de fallos en el metabolismo de esfingolipidos,
acumulandose en el interior de los lisosomas. Se clasifican
en funcién de la enzima deficitaria (Tabla 2). Suelen cursar
con importantes alteraciones neurolégicas debido a la
elevada concentracion de esfingolipidos en el sistema
nervioso central.

Glucocerebrosidasa

Gaucher Glucosilceramida

Saposina C (proteina
activadora)

Niemann Pick

Esfingomielinasa Esfingomielina

(AyB)
Krabbe Galactosilceramidasa Galactosilceramida
Fabry Galactosilceramidasa Globotriaosilceramida

Leucodistrofia

metacromatica Sulfatidos

Arilsulfatasa A

Gangliosidosis

M1 Galactosidasa

Gangliésidos GM1

Gangliosidosis
GM2 Hexosaminidasa A
Hexosaminidasas Ay
Tay-Sachs B

Gangliésidos GM2 y
glucolipidos

. . relacionados
Proteina activadora de

hexosaminidasa

Sanghoff

Deficiencia del
activador GM2

Tabla 2. Clasificacion de las esfingolipidosis en funcién de
la enzima deficitaria. Adaptado de: Gonzélez Hernandez et
al., 2019.

e Enfermedad de Gaucher:

La enfermedad de Gaucher es el trastorno méas frecuente
dentro de las EDL. Fue descrita por primera vez en 1882 por
Philippe C.E. Gaucher. Se transmite de forma autosdmica
recesiva y tiene lugar debido a mutaciones en el gen GBA
que codifica la enzima glucocerebrosidasa o en el gen PSAP
que codifica su proteina activadora, la saposina C.

La enzima lisosomal glucocerebrosidasa cataliza la hidrélisis
del glucocerebrésido glucosilceramida en glucosa y
ceramida. En la enfermedad de Gaucher, el defecto funcional
de esta enzima conlleva a un acumulo de glucosilceramida
en el interior lisosomal de los macréfagos dando lugar a lo
que se conoce como células de Gaucher que desplazaran a
las células normales en la médula 6sea, bazo, higado,
pulmén y, en los tipos neuropaticos de la enfermedad, en el
sistema nervioso central. Esto conduce a la aparicion de
hepatomegalia, esplenomegalia, anemias, trombopenia,
afectacion pulmonar con clinica de disnea, hipertension
pulmonar e incluso fallo pulmonar, trastornos esqueléticos
como osteonecrosis, osteopenia y la deformacion en matraz
de Erlenmeyer, caracteristica de la enfermedad de Gaucher
(Figura 2).

La enfermedad de Gaucher se ha subdividido en varias
formas clinicas:

- Tipo I, fenotipo crénico no neuropéatico o forma del
adulto. Es la forma mas frecuente de la enfermedad con
un 94% de prevalencia sobre todo entre judios
ashkenazis, donde la incidencia asciende a 1 de cada
855 nacidos vivos. No presenta manifestaciones
neurolégicas ya que no hay afeccion del sistema
nervioso central, pero si presenta alteracion hepética,
esplénica y 6sea. La edad de aparicion de la clinica es
variada pudiendo permanecer asintomaticos hasta
edades avanzadas. Es esencial el diagnostico temprano
de la enfermedad para el correcto manejo del
tratamiento ya que el retraso prolongado de este puede
provocar problemas clinicos graves e irreversibles.

Tipo Il o fenotipo neuropatico infantil agudo. Es la forma
mas rara y mas grave de la enfermedad de Gaucher ya
que los sintomas aparecen a los pocos meses de vida
provocando un rapido y progresivo deterioro neurolégico
que conllevara a la muerte antes de los dos afios de
vida.
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Evaluar la presencia de:
= Deformidad en matraz de Erlenmeyer (si se dispone de radiografia)
= Estrabismo y/o apraxia oculomotora l @

Retraso del crecimiento
Hiperferritinemia

Aumento del nivel de fosfatasa acida tartrato-resistente

|&

Cribado inicial para enfermedad

de Gaucher

Si deficitaria

[ ] =

[ ]

Figura 2. Algoritmo diagnostico de enfermedad de Gaucher. Elaboracion propia.

- Tipo lll o fenotipo neuropético juvenil subagudo. Se trata
de una forma intermedia de los dos fenotipos anteriores
con un debut mas tardio y variable.

Para realizar el diagnéstico de la enfermedad de Gaucher es
indispensable la determinacion de la actividad enziméatica de
la B-glucocerebrosidasa. Si esta es deficiente, se debe
realizar el estudio molecular de mutaciones en el gen GBA
para establecer una correlacion genotipo-fenotipo y asi poder
ofrecer a la familia un estudio de portadores y diagndstico
prenatal.

Ademas, existen biomarcadores Utiles al diagnéstico para
evaluar la situacién basal del paciente y poder monitorizar la
enfermedad de forma adecuada. Entre ellos encontramos:

- Actividad de quitotriosidasa: esta enzima se secreta
especificamente por los macrofagos activados en
procesos cronicos y en concreto por los macréfagos
cargados de lipidos presentes en la enfermedad de
Gaucher, donde se ve aumentada hasta 600 veces con
respecto a controles sanos. Es uno de los
biomarcadores mas (tiles para la monitorizacion de la
intervencion terapéutica debido a su normalizacion si el
tratamiento es efectivo.

- CCL18: quimiocina secretada por los macréfagos
cargados de glucosilceramida. La monitorizacion de
CCL18 en plasma es Uutil para determinar la eficacia
terapéutica, especialmente en pacientes con actividad
de quitotriosidasa reducida.

- Liso-Gbl (glucosilesfingosina): la determinacion de la
concentracion de liso-Gb1l se emplea como prueba de
seguimiento de la progresion de la enfermedad o para
monitorizar la eficacia de respuesta al tratamiento. En
caso de tratamiento con terapia de reemplazo
enzimatico, es un buen biomarcador para la
determinacion de la dosis terapéutica para cada
individuo.
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e Enfermedad de Niemann-Pick:

La enfermedad de Niemann-Pick fue descrita por primera vez
en 1914 por el pediatra Albert Niemann y en 1927, Ludwig
Pick la diferenci6 de otras enfermedades como la
enfermedad de Gaucher, considerandola una entidad propia.

Presenta un patrén de herencia autosémica recesiva. La
mutacion en el gen SMPDI que codifica la enzima
esfingomielinasa &cida da lugar a las enfermedades de
Niemann-Pick tipo A y tipo B. La esfingomielinasa acida
cataliza la hidrélisis de esfingomielina a ceramida y
fosforilcolina por lo que en estos subtipos de la enfermedad
se produce la acumulacién de esfingomielina en los
lisosomas de los macroéfagos.

Ademas, también es conocida la enfermedad de Niemann-
Pick tipo C que, en este caso, no esta producida por un
defecto enzimatico si no por un trastorno en el transporte de
lipidos conllevando a la acumulacién de esfingomielina y
colesterol en los lisosomas.

La acumulacidon de esfingomielina se da en el sistema
monocito-macréfago de distintos érganos como higado, bazo
y pulmones provocando hepatomegalia, cirrosis hepaética,
esplenomegalia y pancitopenias. Es bastante comun la
aparicion de un halo rojizo cerca de la macula ocular vy,
ademas, puede afectar al sistema nervioso deteriorando las
capacidades intelectuales.

Como se ha indicado anteriormente, existen tres tipos de
enfermedad de Niemann-Pick:

- Niemann-Pick A: es la forma mas grave de la
enfermedad apareciendo en los primeros meses de vida
y provocando la muerte del paciente a los 2-3 afios de
edad. Cursa con hepatoesplenomegalia, degeneracién
neuroldgica, retraso psicomotriz y fallo de medro, entre
otras. El Unico tratamiento que se puede administrar
para este fenotipo es sintomatico.
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- Niemann-Pick B: forma no neuropética. Presentacion y
curso variable que puede aparecer tanto en nifios como
en adultos. Entre los sintomas aparecen hepatomegalia,
esplenomegalia y afectacion macular.

- Niemann-Pick C: variante neuropatica con degeneracion
neuroldgica de progresion lenta.

Para el diagndstico de la enfermedad de Niemann-Pick tipo
A y B es imprescindible realizar la determinacion de la
actividad de la enzima esfingomielinasa &cida. En caso de
déficit enzimatico, se realiza el estudio molecular del gen
SPMD1. Es posible realizar diagnostico prenatal de
Niemann-Pick A y Niemann-Pick B determinando la actividad
enzimatica en amniocitos o microvellosidades coridnicas.

e Enfermedad de Fabry:

La enfermedad de Fabry fue descrita por primera vez en
1898 por Johann Fabry y William Anderson. Presenta una
incidencia de 1 cada 100000 nacidos vivos y un patron de
herencia autosomico recesiva ligada al cromosoma X. Es
una enfermedad causada por hasta 1000 mutaciones
distintas en el gen GLA que codifica la enzima a-
galactosidasa A. Esta enzima cataboliza el esfingolipido
globotriaosilceramida en galactosa y globdsido por lo que un
déficit de esta conlleva a la acumulacion de
globotriaosilceramida en los lisosomas, principalmente de
células endoteliales vasculares, provocando la liberacion de
especies reactivas de oxigeno y la disregulacion de la
produccién de 6xido nitrico dando lugar a una disfuncién
endotelial en diferentes drganos y tejidos. Por otro lado, cabe
destacar que la acumulacion de este esfingolipido ocasiona
una elevacion de liso-Gb3, uno de sus metabolitos, que
estimula la proliferacion de células musculares lisas de la
pared vascular, aumentando el grosor del endotelio. Esto
disminuye la luz de los vasos sanguineos favoreciendo
eventos tromboticos.

La sintomatologia de la enfermedad de Fabry es muy
variada. De forma temprana, se manifiesta con alteraciones
en nervios periféricos y la piel como acroparestesias,
intolerancias a los cambios térmicos o al ejercicio fisico,
angioqueratomas o hipohidrosis. Entre el 2% y el 14% de los
pacientes afectos, presentan el fenotipo de la llamada forma
clasica de la enfermedad de Fabry que incluye manifestacién
multiorganica con afectacion cardiaca, del sistema nervioso
central y nefropatia de Fabry (proteinuria, hematuria e
insuficiencia renal crénica).

La enfermedad se diagnostica de forma tardia y, para
establecer un diagnoéstico definitivo, es necesario que la
actividad de la enzima a-galactosidasa A se encuentre
disminuida. Ante una actividad deficiente de esta, se procede
al estudio de las mutaciones del gen GLA. La determinacién
de liso-Gb3 en plasma y orina es util ya que la exposicién a
niveles elevados de este metabolito correlaciona con la
gravedad de la enfermedad.

MUCOPOLISACARIDOSIS

Los glucosaminoglucanos (GAGs), también conocidos como
mucopolisacaridos, son heteropolisacaridos presentes en la
matriz extracelular de diferentes tejidos. Estructuralmente,

son polimeros compuestos de unidades repetidas de
disacaridos. Este disacarido estd formado por un &cido
hexurénico, bien acido D-glucurénico o acido L-idurénico, y
una hexosamina, que puede ser N-acetil-glucosamina, N-

acetil-galactosamina, o uno de sus derivados (Figura 3).

GICUA NHCCCH:
Condroitin sulfato
CH,OH
y o Ct (
i N\
¢ Gal D

NHCOCH

Queratan sulfato

NHCOCH,

Figura 3. Estructuras repetidas de los disacaridos que
forman los glucosaminoglucanos condroitin sulfato y
queratan sulfato. Tomado de: Mathews CK, 2013.

En funcién de qué monosacéridos formen este disacarido, se
hablara de uno u otro mucopolisacarido (Tabla 3).

Acido glucurénico

. AC|('10. + N-acetil- Liquido S|r)OV|aI,
hialurénico . humor vitreo
glucosamina
Acido glucurénico Tejido conjuntivo
Condroitin g . (cartilago,
+ N-acetil-
sulfato . tendones,
galactosamina .
ligamentos)
Acido idurénico o Membranas
, glucurénico + basales,
Heparan 8
glucosamina componentes de las
sulfato e
sulfatada o superficies
acetilada celulares
Forma
Heparina fraccionada del Anticoagulante
heparan sulfato
. Acido idurénico + Piel, paredes
Dermatan . . p
N-acetil- arteriales y valvulas
sulfato " ;
galactosamina cardiacas
. Galactosa + N- T,e“do conjqntlvo
Queratan . (cornea, cartilago y
acetil- !
sulfato . discos
galactosamina .
intervertebrales)

Tabla 3. Clasificacion de mucopolisacaridos o0 GAGs en
funcion de su composicién. Adaptado de: Mathews CK,

Segun

2013.

la enzima deficitaria se pueden clasificar las

mucopolisacaridosis en hasta 7 tipos (Tabla 4).
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Dermatan

. sulfato

Iduronidasa )

Heparan

sulfato
Dermatan

) sulfato

Iduronidato-2-sulfatasa )
Heparan

sulfato

Heparan-N-sulfatasa Heparan

_ o sulfato

N-acetilglucosaminidasa
Glucosamina-N-acetiltransferasa
N-acetilglucosamina-6-sulfatasa

Queratan

Galactosa-6-sulfatasa sulfato
Galactosidasa Condroitin

sulfato
Avrilsulfatasa B DI

sulfato
Dermatan

) sulfato

Glucoronidasa )
Heparan

sulfato

. . Acido
- Hialuronidasa hialurénico

Tabla 4. Clasificacién de las mucopolisacaridosis en funcién
de la enzima deficitaria. Adaptado de: Gonzéalez Hernandez
et al., 2019.

Todas ellas comparten entre si muchas caracteristicas
clinicas con distinta gravedad desarrollandose los sintomas,
generalmente, en la primera infancia. Entre estos aparecen
problemas neurolégicos que dependeran del tipo de
mucopolisacaridosis, rasgos faciales toscos, afectacién
multisistémica, hepatoesplenomegalia, displasia esquelética
0 pérdida auditiva.

Tras sospechar de mucopolisacaridosis en el examen clinico
del paciente, el primer paso para abordar el diagnéstico es la
cuantificacion de glucosaminoglucanos en orina. Si se
confirma una excrecién elevada de estos, se debe realizar un
analisis diferencial para determinar el perfili de
glucosaminoglucanos excretados y asi orientar al ensayo
enzimatico concreto que se requiere para identificar el tipo
de mucopolisacaridosis. Por ultimo, es esencial realizar el
estudio molecular del gen afecto.
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GLUCOPROTEINOSIS

Las glucoproteinas son macromoléculas biolégicas formadas
por cadenas de oligosacaridos o polisacaridos unidas de
forma covalente a proteinas que ejercen funciones diversas.
Estdn presentes en la cara externa de la membrana
plasmatica formando parte de la glucocalix, en la matriz
extracelular y en la sangre. También se pueden localizar en
algunos orgénulos celulares como el aparto de Golgi y los
lisosomas.

Las glucoproteinosis comprenden un grupo de
enfermedades causadas por defectos en la degradacion de
glucoproteinas (Tabla 6)

Lo mas habitual es que el déficit enzimatico sea de enzimas
que participan en la degradacion de la parte oligosacaridica
de la glucoproteina.

ENFERMEDAD DE POMPE O GLUCOGENOSIS TIPO |l

La enfermedad de Pompe fue descrita por primera vez en
1932 por Joannes C. Pompe. Presenta una incidencia de 1
cada 40000 nacidos vivos y se hereda de forma autosémica
recesiva. En este caso, se debe a mutaciones en el gen GAA
que codifica para la enzima a-glucosidasa acida encargada
de hidrolizar a glucosa los enlaces (1-4) y (1-6) del
glucoégeno.

Se pueden encontrar tres fenotipos de la enfermedad:

- Infantil: actividad enzimatica practicamente ausente. Se
manifiesta en el primer mes de nacimiento con sintomas
como hipotonia grave, cardiomegalia, hepatomegalia
gue conlleva a la muerte del paciente antes de los dos
afos de vida.

- Juvenil: existe cierta actividad residual manifestandose
los sintomas (debilidad muscular y afectacién
respiratoria) durante los primeros 10 afios de vida.

- Adulto: actividad enzimatica muy disminuida pero mayor
que en la forma juvenil. Suele aparecer entre los 30 y 60
afios. Los pacientes desarrollan hipotonia muscular de
forma progresiva que afectara finalmente a los musculos
respiratorios.

TRATAMIENTO DE LAS EDL

Actualmente existen varias terapias especificas autorizadas
para el tratamiento de algunas de las EDL. Estos
tratamientos tienen la finalidad de evitar el acimulo de
material no degradado para poder mejorar la sintomatologia.

- Terapia enzimatica sustitutiva (TES): consiste en
infundir al paciente la enzima deficitaria resultando en la
regresion de muchas de las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. Las ventajas de este tratamiento son el
bajo riesgo para el paciente y su facil administracion. Sin
embargo, es un tratamiento caro que ha de
administrarse de forma continua debido a la corta vida
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Fucosil-oligosacaridos

Fucosidosis (cerebro)

Glucolipidos (higado)

Oligosacaridos ricos

a-manosidosis
en manosa

Disacéarido manosil-N-

-manosidosis . ;
B acetilglucosamina

Sialidosis o

S - Sialiloligosacéridos
mucolipidosis | 9

Oligosacaridos

Galactosialidosis Y
sialilados

Aspartilglucosaminuria Aspartilglucosamina

N-acetilgalactosamina-
O-glucopéptidos
trisacéarido

Enfermedad de
Schindler

a-fucosidasa

a-manosidasa

B-manosidasa

Glucoproteina sialidasa,
0 neuraminidasa

Catepsina A (deficiencia
de B-galactosidasa y
sialidasa)

1-aspatamido-3-N-

Deterioro psicomotor,
hipotonia, convulsiones,
disostosis multiple

Disostosis mudiltiple,
sordera, rasgos faciales
toscos, retraso motor,
discapacidad intelectual
moderada

Discapacidad intelectual
profunda, sordera,
dismorfia facial,
angioqueratoma

Mioclonias, tosquedad
facial, pérdida de
agudeza visual

Edema, ascitis, displasia
esquelética,
visceromegalia

Hernia, diarrea

acetilgalactosaminidasa

recurrente, afasia
progresiva,
discapacidad intelectual

acetilglucosamina
amidohidrolasa

Retraso de desarrollo,
A-N- ceguera cortical,
mioclonias,
hepatomegalia

Tabla 6. Clasificacion de las glucoproteinosis en funcion de la enzima deficitaria, material acumulado y presentacion
clinica. Adaptado de: Gonzalez Hernandez et al., 2019.

media de la enzima. Ademas, no atraviesa la barrera
hematoencefalica por lo que soélo palia los sintomas
somaéticos, pero no los del sistema nervioso central y
puede ser inmunogénico provocando una respuesta
inmune en el organismo. Es muy eficaz para el
tratamiento de las enfermedades de Gaucher tipo | y tipo
Ill, Niemann-Pick tipo B y Fabry y para el tratamiento de
algunos tipos de mucopolisacaridosis (I, Il, IVA, V1 y VII).

Terapia de reduccion de sustrato (TRS): en este caso se
emplean farmacos que inhiben la produccion del
sustrato de la enzima deficitaria. Por ejemplo, en el caso
de la enfermedad de Gaucher, se emplean farmacos
que inhiben la produccion de glucosilceramida. Resulta
eficaz para el tratamiento de las enfermedades de
Gaucher tipo | y Il y Niemann-Pick tipo C.

Trasplante de células madre hematopoyéticas: se trata
de un tratamiento permanente donde se dota al paciente
de una poblacion de células del donante con capacidad
para producir la enzima deficitaria de forma continua.
Ademas, en este caso, si se corrigen tanto los sintomas

somaticos como la afectacion del sistema nervioso
central al atravesar la enzima la barrera
hematoencefalica. Por el contrario, las principales
desventajas son el riesgo de rechazo, de mortalidad y la
dificultad para encontrar un donante compatible. Se trata
del tratamiento idoneo para pacientes menores de 2
afos afectos de alguna mucopolisacaridosis.
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CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

El control de calidad analitico es la herramienta mas
importante de la que disponen los laboratorios para asegurar
la calidad y fiabilidad de los resultados emitidos.

Es por ello que se emplean en la etapa inicial de todo proceso
analitico. Se deben analizar antes de cada tanda analitica,
tras las calibraciones y tras cambios de reactivo o cualquier
otro suceso que haya podido alterar la practica analitica
diaria.

Existen diferentes tipos de controles de calidad, como
veremos a continuacion. Estos nos van a permitir calcular la
medida de la precision, la veracidad y la exactitud de nuestro
método analitico.

Estos materiales de control deben presentar una serie de
caracteristicas que nos permitan usarlos con la seguridad de
gue nuestros resultados son fiables:

e Estabilidad. Sus valores deben ser constantes
hasta la fecha de caducidad que se nos indique en
el lote.

e Homogeinidad en la matriz de la muestra.

e Conmutabilidad. Se dice que un material
estabilizado es conmutable con el suero humano
cuando la relacién entre los resultados obtenidos al
analizar ambos especimenes por dos métodos
analiticos es la misma para ambos?.

e Diferentes niveles de concentracion. Ya que
nosotros emitiremos resultados a diferentes niveles
de concentracién, se deben pasar controles con
valores que incluyan los 6rdenes de magnitud que
vayamos a informar.

e Presentacion. Los controles pueden presentarse
liofilizados o liquidos. Los primeros tienen la ventaja
de que normalmente su fecha de caducidad es
mayor, si bien tienen el handicap de que se deben
reconstituir exactamente con el volumen de liquido
indicado por el fabricante, afiadiendo una fuente de
error que los controles liquidos no tienen.

A continuacién, vamos a ver los distintos tipos de control de
calidad que podemos tener.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

En el mercado podemos encontrar controles con diferentes
concentraciones. Se deben usar aquellos que sean mas
apropiados para los resultados que vamos a emitir, con
6rdenes de magnitud similares a los resultados mas
frecuentes y préximos a los puntos de corte de decision
clinica. En la figura 1 se muestra la grafica de Levey-
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Jennings para un control con los datos proporcionados por el
fabricante antes del ajuste realizado por el laboratorio y
después del ajuste.

Los controles internos tienen una concentracion conocida. La
concentracion aproximada viene dada por el fabricante, si
bien es el laboratorio el que debera obtener el valor exacto
tras varias repeticiones del mismo y calcular su propio
coeficiente de variacion.

DATOS DEL PROVEEDOR

Figura 4. Gréfica de Levey-Jennings con valores del fabricante
y después de ajustar con la imprecision del laboratorio.
Elaboracién propia.

La utilidad principal es doble:

e Por un lado, permite aceptar o rechazar series
analiticas (Correcciones inmediatas) para poder
emitir en nuestro dia a dia resultados fiables. En la
figura 2 se muestra un ejemplo de como veriamos
el control interno, con las desviaciones estandar
definidas por el laboratorio y los valores limites o
valores de alarma ante los cuales se debe ver qué
ocurre con el método, y si debemos intervenir antes
de empezar a emitir resultados.

7 Valor medio esperado

Aceptamos los resultados dentro
de 2DS

Figura 3. Gréfica de Levey-Jennings para la validacion de la
serie analitica diaria. Elaboracion propia.
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e Por otro lado, como el valor del fabricante no es
exacto, no nos va a permitir calcular el sesgo que
tienen nuestros equipos. Lo que si nos va a ayudar
es a conocer la imprecision de nuestro método ya
que, si cumplen con las caracteristicas de
estabilidad, homogeneidad y conmutabilidad,
podremos saber si nos alejamos de nuestra propia
media para poder realizar acciones correctivas. Mas
adelante trataremos el tema de la imprecision y
exactitud analiticas.

Asi pues, los controles internos deben revisarse diariamente
para validar series analiticas, y controlar la imprecision del
método al menos de manera mensual.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

Estos controles se comercializan con diferentes niveles, si
bien no se conoce dicho valor antes de su analisis.

El objetivo es que varios laboratorios analicen el mismo
control externo, de manera que el valor verdadero del mismo
sera considerado como el promedio del valor de todos los
laboratorios que lo analizan.

Los controles son comercializados por entidades externas
independientes a los laboratorios como pueden ser la SEQC,
UK-NEQAS (Figura 3), etc.

La utilidad principal de dichos controles es la de conocer
cémo trabaja nuestro equipo y corregir posibles errores de
sesgo a largo plazo cuando se detecten desviaciones
significativas de la media de todos los laboratorios. En este
caso la revision periédica puede ser mensual, trimestral o
incluso semestral, ya que de ella no depende que la serie
analitica del dia salga con una cierta fiabilidad.

ESPECIFICACIONES DE CALIDAD

Las especificaciones de calidad son valores cuantitativos en
forma de requisito metrolégico que el laboratorio debe
cumplir para garantizar que sus prestaciones son las
adecuadas para un objetivo dado. Se pueden presentar en
tres formas:

e  Error maximo permitido
e Imprecision maxima permitida
e  Sesgo maximo permitido

La imprecision se refiere al grado de dispersion con que
nuestro método aporta resultados, se trata de un error que
se produce de manera aleatoria. Usando el ejemplo de la
diana, donde el centro de la misma es el valor verdadero, un
método con poca precision, al repetir una misma muestra
varias veces, daria en distintos puntos de la diana siempre
alrededor del valor verdadero.

El sesgo hace referencia a una desviacion del valor
verdadero siempre del mismo orden de magnitud y de
manera sistematica. En el ejemplo de la diana, ahora los
resultados no estarian dispersos alrededor de la misma, si
no concentrados todos en un punto, si bien dicho punto si
gue estaria alejado del centro.
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Figura 5. Ejemplo de informe de control externo. Extraido de la

web de UK-NEQAS.

Asi pues, el error total corresponde a la suma de ambos
errores.

Para definir las especificaciones de calidad, debemos definir
el error total basado en diferentes modelos que veremos a
continuacién, y asegurarnos de que nuestro método no
supere dicho error previamente establecido.

En la Figura 4 se muestra el ejemplo de las dianas, con las
férmulas empleadas para el calculo de la precisiéon y la
veracidad o sesgo.

= Veracidad » Exactitud

PRECISION: grado de concordancia entre resultados
a
V(%) = x 100
VERACIDAD: grado de concordancia entre el valor

medioy el valor de referencia aceptado
ES(% Media — Valor diana 100
= X
(%) Valor diana

. Premsibn EXACTITUD (ET) = PRECISION + VERACIDAD

Figura 4. Dianas para plasmas con la definicion de veracidad o
sesgo e imprecision. Formulas para el calculo de las mismas.
Elaboracién propia.

Para definir las especificaciones de calidad, un grupo de
expertos se ha reunido dos veces a lo largo de los ultimos
afos.

La primera reunion se conoce como la Conferencia de
Estocolmo de 1999, donde se definen las especificaciones
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de calidad en base a ciertos criterios que se describen en la
Figura 5. Dichos criterios estan ordenados de manera
jerarquica de mayor a menor criterio cientifico. Definen 5
modelos distintos de especificaciones de calidad.

Mas tarde, en 2014 en Milan hay otra conferencia donde se
establecen unas nuevas recomendaciones, simplificando los
modelos establecidos de 5 a 3, ordenados igualmente de
mayor a menor calidad cientifica.

MODELO PRIMERO. BASADO EN LA PRESTACION
ANALITICA

El modelo de méxima calidad, se basa en la evaluacion del
efecto de la respuesta analitica sobre los resultados clinicos
en situaciones clinicas especificas.

Se debe desarrollar un tipo de estudio que incluya:

*+ La investigacion del impacto del rendimiento
analitico de la prueba sobre el diagnéstico clinico
(estudios directos)

« Investigacion del impacto del rendimiento analitico
sobre pruebas de clasificacion o decision clinica,
afectando a la probabilidad diagnoéstica (estudios
indirectos)

Este modelo, pese a su dificultad, se considera el Gold
Standard.

MODELO SEGUNDO. BASADO EN LA VARIABILIDAD
BIOLOGICA

Este modelo esta basado en la variacion debida al equilibrio
entre el recambio metabdlico y la regulacion homeostatica.
La variacién de un analito dentro de un mismo individuo se
matematiza con el estadistico coeficiente de variacién

The Stockholm Conference Hierarchy
1999

|

Model 1

Based on the effect of analytical performance
on clinical outcomes in specific clinical settings

Model 2

Based on the effect of analytical
performance on clinical decisions in general

Model 3

Based on published professional
recommendations

Model 4

Based on regulatory bodies or
organisers of EQA schemes

Model 5
Based on the stated of the art

Strategies «
set global analytical quality
specifications in laboratory

medicine

|
g

individual (CVi), y la variaciéon del mismo analito entre un
grupo de individuos cuyo estadistico es el coeficiente de
variacion de grupo (CVQg).

Estos datos se estudian para un gran namero de analitos,
recopilando los valores de varios articulos cientificos, libros,
tesis etc. Asi, se pueden obtener las especificaciones de
calidad y establecer valores de referencia poblacionales.

En la Figura 6 se muestran los célculos necesarios para
conocer dichas especificaciones en base a este modelo de
variabilidad biolégica.

Dichas especificaciones incluyen criterios minimos,
deseables y 6ptimos y se pueden consultar en la web de la
EFLM en el apartado de Biological Variation
(https://biologicalvariation.eu/)

La sociedad cientifica SEQC ha agrupado en unas tablas
estas especificaciones actualizado a fecha de 2020 donde
resulta mas sencillo su consulta. Se muestra el formato
empleado en la Figura 7.

MODELO TERCERO. BASADO EN EL ESTADO DEL
ARTE

Es el modelo de menor calidad, ya que no esta basado en
evidencias cientificas.

Se obtienen al extraer informacién (metrolégica), del
conjunto formado por un grupo de laboratorios que utilizan
un mismo (o similar) producto de diagndstico in vitro, ya sea
por datos extraidos de programas externos de calidad o de
las publicaciones actuales sobre metodologia. Se definen en
base a dos factores:

«  Factor resultado: Se define el nimero de resultados
qgue representan el estado del arte y se fija la

The Milan Conference Hierarchy
2014

Current Recommendation

Model 1
Based on the effect of analytical
performance on clinical outcomes

Model 2
Based on components of biological
variation of the measurand

Model 3
Based on stated of the art

pecifications in Laboratory

Medicine

Figura 5. Modelos de especificaciones de calidad. Tomado de: AEBM (Labmed at a Glance).
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Criterio Precision maxima
admitida (en %)

Sesgo maximo permitido

Error maximo permitido

Minima < 0,75CVbi

<0,375 ((CVbi)* + (CVbg))"”

A7 1 20,75CVbi +0,375 ((CVbi)~ + (CVbg)?)'

Deseable < 0,50CVbi

<0,25 ((CVbi)’ + (Vb))

z 0,50CVbi +0,250 ((CVbi)* + (CVbg)9)'

Optima < 0,25CVbi

<0,125 ((CVbi)’° + (CVbg))'"?

z 0,25CVbi +0,125 ((CVbi) + (CVbg)?)'

Pudiendo ser z=1,65 para a=0,05, z=1,96 para a=0,025 y z=2,33 para a=0,01

Figura 6. Célculo del error maximo permitido por el modelo de variabilidad biol6gica. Criterio minimo, deseable y éptimo.
Elaboracién propia.

especificacion de forma que ese numero de
resultados este dentro de la misma.

+  Factor laboratorio: Se identifica qué porcentaje de
laboratorios (%X) son capaces de entregar un
porcentaje de sus resultados (%Y) dentro de un
error total maximo determinado.

Se pueden realizar gréficas del estado del arte, donde se
muestra el porcentaje de laboratorios que cumplen las
especificaciones en funcién del porcentaje de resultados que
son capaces de tener dentro de las especificaciones
definidas.

Utilizando una mezcla entre el factor resultado y el factor
laboratorio, en Espafia, el Comité de Expertos
Interdisciplinarios sobre Especificaciones de la Calidad
(CEIEC) ha definido un grupo de especificaciones minimas

obtenidas de forma que el 90% de los laboratorios sean
capaces de tener el 75% de sus resultados del Programa de
Intercomparacion dentro de esa especificacion. Este
documento se puede consultar en las webs de las
sociedades cientificas AEFA, AEBM, SEQC Y SEHH.

Por ultimo, para finalizar el tema comentar que en otros
paises como Alemania, Rusia, o EEUU, las especificaciones
basadas en el estado del arte vienen determinadas por ley y
son de obligado cumplimiento para cualquier laboratorio
clinico.

. . Variacion Especificaciones
Sistema Magnitud . , L
Biologica optimas
(9] CVe CV(%) ES(%) ET(%)
Srm- o1- Glicoproteina acida 11,30 24,90 28 34 81
Srm- c-Amilasa 8,70 28,30 22 3.7 73
Uri- c-Amilasa 94,00 46,00 23,5 13,1 519
Uri- a-Amilasa pancreatica 69,50 105,00 174 15,7 44 4
Srm- o-Fetoproteina 12,20 45,60 31 59 109
Srm- Alanina aminotransferasa (ALT) 19,40 41,60 49 57 13,7
Uri- Albumina 35,00 35,00 88 6,2 20,6
Numero de Variacion Especificaciones
Sistema Magnitud
separatas biologica deseables
e ——
v CVe CV(%) ES(%) ET(%)
Srm- 11-Desoxicortisol 2 2130 31,50 10,65 9,51 27,08
Srm- 17-Hidroxiprogesterona 2 19,60 50,40 9,80 13,52 29,69
Uri- 4-hidroxi-3-metoximandelato (AVM) 1 22,20 47,00 11,10 12,99 31,31
Srm- 5'Nucleotidasa 2 2320 19,90 11,60 7,64 26,78
Uri- 5-Hidroxiindolacetato 1 20,30 33,20 10,15 9,73 26,48
Srm- a-Amilasa 7 8,70 28,30 435 740 14,58
Uri- a-Amilasa 1 94,00 46,00 47,00 26,16 103,71
Variacion Especificaciones
Sistema Magnitud biolégica in
Ccvi CVs CV(%) ES(%) ET(%)
Srm- a1-Antitripsina 5.90 16,30 44 65 13,8
Pla- a2-Antiplasmina 6,20 47

Figura 7. Tablas resumen de las especificaciones de la EFLM publicada en la SEQC. Fuente: https://www.seqc.es/
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INTRODUCCION

La acreditacion es el programa externo mas conocido para
establecer modelos de calidad. Mas concretamente, la 1ISO
15189 de los laboratorios clinicos es la mas utilizada dentro
del &mbito espafiol. No obstante, no hay un modelo Unico ni
en cuanto a contenidos, ni en cuanto a los mecanismos de
implementacion.

Vamos a comenzar definiendo distintos términos para
contextualizar los diferentes modelos de calidad que
veremos a continuacion:

— La certificacion es “una accion llevada a cabo por
una entidad reconocida como independiente de las
partes interesadas mediante la que se manifiesta la
conformidad, solicitada con caracter voluntario, de
una determinada empresa, producto, proceso,
servicio 0 persona con los requisitos definidos en las
normas o especificaciones técnicas”.

— EIl concepto de acreditacion es equivalente al de
certificacion sélo que aplicado fundamentalmente a
organizaciones. Asi pues, certificacion puede ser de
aplicacion mas amplia, incluyendo productos,
servicios e incluso profesionales individuales. En el
plano internacional, segun las propias entidades
normalizadoras, certificadoras y acreditadoras, hay
dos caracteristicas que diferencian la certificacion y
acreditacion de la licencia o habilitacion y la
homologacion

— Laacreditacion y la certificacion son voluntarias y las
llevan a cabo entidades independientes, a diferencia
de lo que ocurre con la homologacion y la licencia o
habilitacion que tienen caracter de obligatoriedad y
las pueden realizar entidades ligadas a una de las
partes.

Con relaciéon a los programas internos de gestion de la
calidad, los programas de acreditacion pueden ser
considerados como una actividad de monitorizacion; si bien
para el entorno externo pueden tener diversas utilidades
segun los diversos puntos de vista de los profesionales,
gestores, administracion y la poblacion

MODELOS DE ACREDITACION

Los “modelos” que mas se suelen citar son el “modelo ISO”,
el “modelo de la Joint Commission”y el “modelo EFQM”.

Si exceptuamos este Ultimo, que podriamos considerarlo
como una forma de diagnéstico organizacional, en realidad
podria hablarse de wun modelo industrial genérico,
representado por la certificacion ISO, y un modelo especifico

de servicios de salud, con el modelo de la JCAHO (Joint
Commission on Accreditation of Health Care Organizations)
como ejemplo paradigmético. Sin embargo, los modelos ISO
y el de la JCAHO ni se contradicen ni resultan incompatibles,
por el contrario, pueden ser complementarios porque
evallan cosas en cierto modo diferentes

MODELOS ISO

La ISO (International Organization for Standarization) es un
organismo internacional de normalizacion, cuyo objetivo es
facilitar la coordinaciéon y unificacién internacional de las
normas. En Espafia esta representada por AENOR
(Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacion).

Los trabajos técnicos de las ISO son las Normas
internacionales (normas ISO): en Europa, 16 paises forman
el CEN (Centro Europeo de Normalizacion) que producen las
Normas Europeas (En, European Norm) traduciendo o
adaptando las normas ISO, y en Espafia se convierten en
normas UNE (Una Norma Espafiola). En el formato
terminologico empleado para las normas, después de las
siglas (UNE, EN, ISO) viene el nimero asignado a la norma
y al afio de publicaciéon (ambos numeros se separan por dos
puntos), y el nombre de la norma. Asi por ejemplo la norma
“UNE-EN 1SO 9001:2000. Sistema de gestién de la calidad.
Requisitos”. Es un titulo que nos indica que es una norma
espafiola (UNE), europea (EN), internacional (ISO), cuyo
namero identificativo es el 9001, y que fue publicada en el
afio 2000

La normalizacién es una actividad desarrollada por los
Comités Técnicos de Normalizaciéon (donde estén
representados los agentes implicados), encaminada a
establecer soluciones a situaciones repetitivas. El resultado
de esta actividad son las Normas.

Las Normas son documentos técnicos en los que se
especifican las pautas a seguir. S6lo unas pocas tienen que
ver con los servicios de salud

Estas normas se utilizan como patrones para la certificacion.
Las que tratan del sistema de gestion de la calidad son a las
que se suele hacer referencia al hablar del modelo 1SO.
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DOCUMENTOS ISO RELACIONADOS CON EL

SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

UNE-EN Sistemas de gestion de la calidad.
ISO 9000 : Fundamentos y vocabulario.
2005.
UNE-EN Sistemas de gestion de la calidad.
ISO 9001 : Requisitos.
2008.
UNE-EN Sistemas de gestion de la calidad.
ISO 9004 : Directrices para la mejora del
2000. desempefio.
UNE-EN Directrices para la auditoria de sistemas

ISO 19011: de gestion de la calidad y/o ambiental.
2002.

UNE Directrices para la documentacion de
66925:2002  sistemas de gestién de la calidad. ¢ UNE
IN. 66915 : 2001. Gestion de la calidad.

Directrices para la formacion.

UNE 66914 Guia para la gestion de los efectos
: 2000 . econdémicos de la calidad.

UNE 66908 Guia para la redacciéon de un manual de

: 1998. calidad
UNE Gestion de la calidad. Directrices para los
66904-5 : planes de calidad.
1996.
IWA 1: Quality management systems. Guidelines
2001.. for process improvements in health

services organizations

ISO/TR Guidelines for quality management
10013: system documentation.
2001.

ISO 10015 Quality Management. Guidelines for
: 1999. training

Tabla 1. Documentos ISO relacionados con el sistema
de gestion de la calidad. Adaptado de: Saturno PJ.
Acreditacién de instituciones sanitarias. Modelos,
enfoques y utilidad. 2015.

Las Normas ISO para la certificacion de los sistemas de
gestion de la calidad son generales y necesitan ser
interpretadas y adaptadas para el caso de instituciones
sanitarias

Las normas ISO 9000 son las que se relacionan mas
directamente con el sistema de calidad de una organizacion.
De ellas, la que se puede emplear como referencia para la
certificacion es actualmente la 9001: 2015 (Sistemas de
gestion de la calidad. Requisitos). En esta norma se
especifican los requisitos del sistema de calidad
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Los principios béasicos tomados como directrices para la
gestion de la calidad de las normas 9000 son:

— Principio 1: Organizacion orientada al cliente. Las
organizaciones dependen de sus clientes y por lo
tanto deberian comprender las necesidades actuales
y futuras de los mismos, satisfacer sus requisitos y
esforzarse en sobrepasar sus expectativas.

— Principio 2: Liderazgo. Los lideres unifican la
finalidad y la direccion de la organizacion. Ellos
deberian crear y mantener un ambiente interno, en
el cual el personal pueda llegar a involucrarse
totalmente en la consecucion de los objetivos de la
organizacion.

— Principio 3: Participacién del personal. El
personal, con independencia del nivel de la
organizacion en el que se encuentre, es la esencia
de una organizacién y su total implicacion posibilita
gue sus capacidades sean usadas en beneficio de la
organizacion.

— Principio 4: Enfoque a procesos. Los resultados
deseados se alcanzan mas eficientemente cuando
los recursos y las actividades relacionadas se
gestionan como un proceso.

— Principio 5: Enfoque del sistema hacia la gestion.
Identificar, entender y gestionar los procesos
interrelacionados como un sistema contribuye a la
eficacia y eficiencia de una organizacién a la hora de
alcanzar sus objetivos.

— Principio 6: Mejora continua. La mejora continua
en el desemperio global de la organizacion deberia
ser un objetivo permanente de la organizacién.

— Principio 7: Enfoque objetivo hacia la toma de
decisiones. Las decisiones efectivas se basan en el
analisis de datos y en la formacion.

— Principio 8: Relacion mutuamente beneficiosa
con el suministrador Una organizacion y sus
suministradores son interdependientes, y unas
relaciones mutuamente beneficiosas aumentan la
capacidad de ambos para crear valor.

Estos criterios fueron empleados para la realizacion de la
norma 1SO 9001:2008, si bien en su revisién en 2015 se
modificaron algunos aspectos, tal y como se muestra en la
figura 1. Se describen los principales cambios:

— Cambio en el principio 1: El principal cambio en
este principio es con respecto a la inclusion de las
partes interesadas, mientras que anteriormente se
hacia referencia Unicamente al cliente.

— Cambio en el principio 3: En este principio se hace
énfasis en la creacion de valor, la consecucion de los
objetivos de la Organizacion, y el empoderamiento y
mejora de habilidades y conocimientos de los
individuos. Se refuerza a los individuos y su
relevancia en la Organizacion

— Cambio en el principio 5: En este principio se
elimina el concepto de "Mejora continua" y se hace
referencia a un enfoque continuo en la mejora, lo
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ISO 9001:2008

Participacion del personal

Enfoque basado en procesos

Enfoque de sistema para la
gestion

Mejora continua

Qi Enfoque basado en hechos para
;

|a toma de decision

Relaciones mutuamente
beneficiosas con el proveedor

I Enioge aliciente A @ Enfoque al cliente

1ISO 9001:2015

@ Liderazgo I

Enfoque basado en
~ procesos

- Toma de decisiones basada
/ en evidencia

Gestion de las relaciones

Figura 6. Estandares de las normas 1SO 9001, en su version de 2008 y de 2015. Tomado de
http://americantrustregister.blogspot.com/

cual implica el analisis de riesgo y de oportunidades
basado en el entorno y no Gnicamente en problemas
internos.

— Cambio en el principio 7: En este principio se
propone el cambio de, no sélo mirar hacia nuestros
proveedores, si no a las partes interesadas de las
cuales los proveedores son solo una parte. Asi
mismo se hace hincapié en uno de los enfoques que
busca la norma que es el éxito sostenido.

La certificacion del sistema de gestion de la calidad de
acuerdo a las normas ISO se reconoce con la marca de
“Empresa Registrada”

El listado de requisitos de la norma 9001 puede ser de
utilidad para el disefio y remodelacion de programas de
calidad de instituciones sanitarias, si bien existen dos
caracteristicas problematicas que son:

— Las normas ISO no son especificas para servicios de
salud, y la adaptacion puede ser dificil, ambigua, y
por lo tanto discutible. Sin embargo, sera tanto mas
facil cuanto méas tangible, automatizable y rutinario
sea el servicio en las que se aplique, como son los
casos de bancos de sangre, servicios de laboratorio,
examenes radioldgicos, etc.

— Las normas ISO 9000 se refieren casi
exclusivamente a aspectos formales y estructurales
del sistema de gestion de la calidad. En ningun caso
contemplan la calidad de los servicios en si. El
proceso de certificacion del sistema de calidad,
segun la propia AENOR implica la evaluacion y

control de las disposiciones de aseguramiento de la
calidad propias de la empresa, pero no constituye
una certificacion de sus productos, procesos o
servicios.

Como conclusién, podemos decir que las normas ISO 9000
son mas aplicables cuanto mas tangible y delimitado es el
servicio considerado.

MODELO JCAHO

La JCAHO fue creada como JCAH (Joint Commission on
Accreditation of Hospitals) en el afio 1951 en base a un
acuerdo entre el Colegio Americano de Cirujanos (American
College of Surgeons,) que tenia un programa de estandares
voluntarios desde 1918, el Colegio Americano de Médicos
(American College of Physicians), la Asociacion Médica
Americana (American Medical Association, AMA) y la
Asociacién Americana de Hospitales (American Hospital
Association, AHA). El objetivo era establecer una forma de
autorregulacion voluntaria, y garantia de unas condiciones
de trabajo adecuadas en los hospitales.

A lo largo de los afios la JCAHO ha ido ampliando el tipo de
instituciones que se acreditan, incorporando nuevos
estandares sobre requisitos correspondientes a procesos y
resultados, asi como definiendo estandares optimos en vez
de minimos.

Actualmente, los tipos de organizaciones que atienden a los
estandares de la JCAHO son:

—  Hospitales.

— Hospitales de “acceso critico” (<25 camas)
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— Atencién ambulatoria / atencién primaria.
—  Cirugia ambulatoria (office-based surgery)
— Atencion domiciliaria.

— Residencias de cronicos (long term care).

— Atencion sanitaria a problemas de comportamiento
(behavioral health care).

—  Laboratorios.
— Redes de atencién sanitaria

El catalogo de servicios se ha ampliado recientemente de
forma muy considerable al incorporar un programa de
certificaciones complementarias e independientes de la
acreditacion. La acreditacion se mantiene enfocada a
organizaciones, pero la certificacion se aplica a
enfermedades especificas (EPOC, Diabetes, ACV,
Enfermedad Renal Crénica, etc.), servicios de contratacion
de personal temporal, centros de transplante, y servicios o
unidades clinicas para un determinado tipo de pacientes
(Oncologia, Salud de la Mujer, Rehabilitacion Fisica,
Psiquiatria Geriatrica, Cardiologia, etc..). La gama es muy
amplia y potencialmente ilimitada, puesto que, por ejemplo,
en el documento sobre la certificacion de la atencion a
enfermedades especificas se da un listado de 51, pero se
indica que no es exhaustivo pudiéndose contemplar
patologias adicionales

El modelo de acreditacién especificamente sanitario se ha
extendido a todo el mundo. La propia JCAHO ha creado una
filial internacional para cubrir la demanda creciente de este
tipo de programas en muchos paises.

Los estandares de este modelo se agrupan en apartados,
(Gestion de urgencias, Recursos Humanos, Control y
Prevencién de infecciones, Enfermeria, Gestion de la
Medicacion, etc.). Menciéon especial tienen los aspectos
relacionados con la seguridad del paciente, como por
ejemplo la vigilancia de sucesos centinela y el apoyo
metodoldgico para su analisis (Root Cause Analysis) que se
incluye como obligatorio, asi como los planes de accion
consiguientes, en los estandares para obtener la acreditcion.

Los posibles resultados de la valoracion de los estandares, a
través de un complicado sistema de puntuacion, pueden ser
los siguientes:

— Acreditacion con recomendacion:
Organizaciones con unos resultados ejemplares.

— Acreditacién: Organizaciones que cumplen en
general con los estandares, aunque pueden
necesitar mejorar en alguna area especifica.

— Acreditacion con recomendaciones tipo I
Existen deficiencias importantes (al menos una) y
se precisa de una visita de seguimiento.

— Acreditacion provisional: Cumplimiento suficiente
de estandares. Se comprueba el estado de
acreditacion en una segunda visita.

— Acreditacion condicional: Hay un incumplimiento
substancial de los estandares, pero se considera
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que puede cumplirlos al cabo de un determinado
periodo de tiempo.

— No acreditacion preliminar: Incumplimiento de
estandares o retirada de estatus de acreditacién por
razones como falsificacion de documentos,
precisando una revision.

— No acreditacion: No cumple estandares o no solicita
la acreditacion.

Las dos grandes diferencias entre el modelo de JCAHO y el
modelo 1SO son su estandar especifico para servicios de
salud (Tabla 2) y su mayor nivel de detalle en los estandares
que se definen. Sin embargo, en el modelo JCAHO no se
detalla como tiene que ser el sistema de gestion de la calidad

ESTANDARES GENERALES DE LA JCAHO SOBRE

GESTION DE LA INFORMACION EN UN HOSPITAL

El hospital mantiene historias clinicas completas y
precisas (Incluye 13 elementos)

La informacién que se registra esta debidamente
refrendada (authenticated) (Incluye 5 elementos)

La informacion se registra a tiempo (Incluye 3 elementos)

El hospital audita sus historias clinicas (Incluye 3
elementos)

El hospital conserva sus historias clinicas (Incluye 2
elementos)

La historia clinica contiene informacion que refleja los
servicios, cuidados y tratamientos que recibe el paciente.
(Incluye 4 elementos)

La historia clinica documenta las intervenciones
quirdrgicas u otros procedimientos de alto riesgo, y el
uso de anestesia, incluyendo sedacion moderada o
profunda (Incluye 11 elementos)

La historia clinica documenta el uso de cualquier tipo de
restricciones o inmovilizacion (Incluye 4 elementos)

La historia clinica contiene una lista-resumen para los
pacientes que reciben atencion ambulatoria (Incluye 4
elementos)

Las ordenes verbales se reciben y se anotan por parte
del personal cualificado. (Incluye 4 elementos)

El hospital documenta la informacién del paciente al alta.
(Incluye 1 elemento)

Tabla 2. Estandares generales de la JCAHO sobre
gestién de la informacion en un hospital. Adaptado de:
Saturno PJ: Acreditacion de instituciones sanitarias.
Modelos, enfoques y utilidad. 2015.
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ACREDITACIONES ESPECIFICAS EN OTROS PAISES DE
HABLA ANGLOSAJONA

e Canada:

El Consejo Canadiense de Acreditacion de Instituciones
Sanitarias (CCHFA) se cred a partir de una escisiéon de la
JCAHO y en base a un acuerdo de asociaciones de
profesionales.

Como en el caso de la JCAHO, la CCHFA ha ampliado el tipo
de institucion que acredita, ha pasado a contemplar
estandares 6ptimos y establece un sistema de niveles de
acreditacion.

La CCHFA se diferencia de la JCAHO en su relacion con el
Gobierno, el mecanismo de establecimiento y revisién de
estandares y la forma de valorar el cumplimiento de los
estandares

e Reino Unido:

En el Reino Unido se ha expresado en varias ocasiones la
necesidad de un programa de acreditacion a nivel nacional,
pero la realidad ha sido la atomizacion de iniciativas

Los dos programas mas completos son:

—  El Programa de Acreditacién Hospitalaria que limita
su ambito de actuacion a pequefios hospitales
comunitarios.

—  El Audit Organizacional de la King“s Fund que es una
fundacién cuya mision es la mejora de la gestion en
el Servicio Nacional de Salud Britanico.

ACREDITACIONES EN INSTITUCIONES SANITARIAS
ESPANOLAS

En Espafia se puede sefialar como antecedente de
programas de acreditacion, el establecimiento de criterios
que los centros privados tienen que cumplir para poder
establecer conciertos con el sistema publico.

En Catalufia adoptaron la iniciativa del Ministerio de Sanidad
como una Orden de Acreditacion, revisada y ampliada en
1991.

Aunque no se ha establecido una politica oficial en relacion
a la acreditacion para todo el Sistema de Salud espariol, la
autonomia de gestion, en funcion de las transferencias
otorgadas a las Comunidades Auténomas, ha posibilitado el
disefio e implementacion de modelos propios de acreditacion
en los Sistemas de Salud de algunas de ellas, como es el
caso del modelo andaluz (oficial a partir de 2003) y el catalan
(oficial a partir de 2005). Ambos con matices propios y
diferenciadores, en relacion a las peculiaridades de los dos
sistemas de salud, aunque con una base publica comun.

El programa de acreditacion de las instituciones sanitarias
para la docencia de postgrado, desde su revision a finales de
los 80, se basa en la comprobacién “in situ” de criterios
explicitos, creados con la participacion del Consejo Nacional
de Especialidades, y podria ser considerado el germen de un
programa de acreditaciéon de todo tipo de instituciones
sanitarias.

Niveles de acreditacion en el
modelo andaluz segun
cumplimento de estandares
Cumplimiento
de estandares Avanzada Optima | Excelente
del:
170%
Grupo | incluyendo 1 04 100%
todos los
obligatorios
Grupo I 140% 100%
Grupo Il 140%

Tabla 3. Estandares generales de la JCAHO sobre
gestion de la informacién en un hospital. Adaptado de:
Resolucion de 24 de julio de 2002 por la que se
establece el sistema de acreditacion de la calidad en los
centros y unidades sanitarias del sistema sanitario
publico de Andalucia. Saturno PJ: Acreditacién de
instituciones sanitarias. Modelos, enfoques y utilidad.
2015.

Por ultimo, la Fundaciéon Avedis Donabedian de Barcelona
ha traducido y esta aplicando los estandares originales de los
JCAHO, en una iniciativa conjunta con esta institucion.

ACREDITACIONES EN INSTITUCIONES SANITARIAS EN
AMERICA LATINA

En 1990 la a Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
y la Federacion Latinoamericana de Hospitales firmaron un
convenio para desarrollar un “Manual de Estandares de
Acreditacion en América Latina”, que fue presentado a los 22
paises de la Region en 1991 y discutido en reuniones
nacionales sub-regionales y conferencias latinoamericanas.

El Manual de Acreditacién de la OPS ha sido adaptado en la
practica por unos pocos paises; en otros se ha adaptado el
esquema de la JCAHO y también se ha experimentado con
el modelo ISO:

En el caso de México; La ISQua (Sociedad Internacional de
Calidad en Servicios de Salud) ha desarrollado el programa
ALPHA (Agenda for Leadership in Programmes for Health
Care Accreditation) para armonizar y estandarizar diversos
aspectos en torno a la acreditacion especificamente sanitaria

AUTOEVALUACION DE LAS ORGANIZACIONES: LOS
MODELOS DEL MALCOM BALDRIGE AWARD Y DE LA
FUNDACION EUROPEA PARA LA GESTION DE LA
CALIDAD.

La autoevaluacion organizacional surge con motivo de la
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( ESQUEMA DE EVALUACION DEL MODELO EUROPEQ PARA LA GESTION DE CALIDAD TOTAL

Gestidn del
Personal
90 punios

Polilica v Estrategsa

Liderazgo Procesos
100 puntos 80 punitos . 140 puntos
Recursos
90 puntos

Satisfaccitn del
Personal
50 puntos

Satisfaccitn del Chanbe

Resultados del Negocio
200 punios . 150 puntos

Impacto &n la Sociedad

60 punios

Agentes (500 puntos)

Resultados (500 puntos)

Figura 7 Esquema de evaluacion del modelo EFQM. Tomado de: Saturno PJ. Acreditacion de instituciones sanitarias.
Modelos, enfoques y utilidad. 2015.

convocatoria de premios a la excelencia empresarial y se
basa en la puntuacion de una serie de apartados que cubren
todos los aspectos del diagnéstico organizacional de interés
para la gestion de la calidad total.

El mas conocido a nivel europeo es la Fundacion Europea
para la Calidad (European Fundation For Quality
Management, EFQM). Este modelo distingue nueve
apartados que agrupa como criterios agentes y resultados.

Actualmente se propone utilizar los modelos de
autoevaluacién como mecanismos de identificacion de los
puntos débiles de la organizacién, con independencia de
concurrir o no a los premios que impulsaron estos modelos.

El proceso de autoevaluacion organizacional puede
realizarse con diversos métodos, pero es siempre indtil si no
es impulsado por la direccién de las organizaciones.

CONFLICTOS A LA HORA DE PONER EN PRACTICA LA
ACREDITACION

Aparte de la necesidad de considerar la acreditacion como
una actividad de monitorizacién, para que contribuya a la
mejora de la calidad, hay otra serie de aspectos sujetos a
discusion:

— Conflicto entre la esencia de los estandares y la
acreditacion como un mecanismo de inspeccion
externa: La acreditacion como mecanismo de
inspeccion externa puede entrar en conflicto con la
filosofia de la gestion total de la calidad y la mejora
continua, que se basan en iniciativas internas.

— Nivel de transparencia y utilizacion de los
resultados del proceso acreditador: Los
resultados del proceso de acreditacion se
consideraron tradicionalmente confidenciales, pero
ha ido en aumento el interés de la Administracion y
la poblacion en que sean publicos.
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— Entidad acreditadora, ¢publica o privada?: Se
considera esencial que la entidad acreditadora sea
privada e independiente, sin embargo, hay ejemplos
de programas de acreditacion ligados a la
Administracién, la misma JCAHO puede
considerarse en la actualidad una colaboradora
directa de la Administracion. También hay quien
cuestiona que los intereses profesionales puedan
considerarse independientes.

— ¢lniciativa central o descentralizada?: Los
sistemas disefiados por la autoridad central podrian
ser vistos como interferencias a nivel local, y
sistemas promovidos por la periferia raramente se
generalizan mas alla del ambito local. Sin embargo,
la necesidad légica de generalizacion esta
explicitamente justificada. Debido al caracter
igualitario con el que esta concebido el sistema de
salud, no serian asimilables niveles de exigencia o
caracteristicas para la acreditacion que fueran
diferentes en las diferentes provincias

— ¢Estandares minimos u 6ptimos? Parece que los
estandares minimos podrian asimilarse mas a la
filosofia de licencia u homologacion, mientras que las
acreditaciones vistas como mecanismos de
distincion (tal como propugna el modelo [SO)
deberian tender a estandares éptimos, y, mas aun,
cambiantes y continuamente mejorables

— ¢Cudl es el papel que se le otorga a la
acreditacion?: El papel que se le otorga a la
acreditacion y lo que se espera de ella es diferente
segun sus diversos clientes potenciales.

CONCLUSION

A lo largo del capitulo hemos visto diferentes modelos de
acreditacion, cada uno con sus ventajas y desventajas,
aplicados a diferentes sectores o diferentes paises.
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Tras la lectura del mismo, se espera que el lector haya
adquirido una vision mas amplia de lo que implica un sistema
de calidad para una institucion y la diversidad de modelos
gue existen.
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INTERVALOS DE REFERENCIA: LIMITACIONES

Los intervalos de referencia poblacionales suponen, en la
actualidad, la herramienta mas frecuentemente utilizada para
la interpretacion de los resultados de laboratorio. Un intervalo
de referencia se define como una distribucion de valores
comprendidos entre unos limites de referencia, obtenidos a
partir de una poblacion seleccionada que cumple unos
criterios definidos: estado de salud, edad, sexo y otras
condiciones relevantes.

Por convencién, y por recomendacién de la IFCC
(International  Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine), los limites del intervalo de referencia
poblacional incluyen al 95% de la poblacion. No obstante, la
mayoria de los profesionales hacen uso de los valores de
referencia sin ser conscientes de sus muchas limitaciones.
La primera de ellas, y quizds la mas importante, es la
decision de qué valores de referencia se van a establecer
para las diferentes magnitudes biol6gicas. Para ello existe un
modelo jerarquico con distintos niveles de evidencia.

NIVEL 1 Valores de decision clinica

NIVEL 2 Valores de referencia obtenidos de una
muestra de la poblacién atendida por el
laboratorio (n=120 individuos sanos)

NIVEL 3 Valores de referencia multicéntricos

NIVEL 4 Transferencia de un intervalo de referencia

NIVEL 5 Adopcion de un intervalo de referencia con
validacion objetiva

NIVEL 6 Adopcion de un intervalo de referencia con
validacion subjetiva

NIVEL 7 Adopcion de un intervalo de referencia sin
verificaciéon

INDIRECTO | Valores de referencia mediante analisis de
datos retrospectivo

Tabla 1. Modelo jerarquico de los valores de referencia.
Adaptado de: Sikaris K, 2012.

Idealmente, a la hora de establecer los valores de referencia,
cada laboratorio debe seleccionar, a partir de su poblacion
de estudio (ostensiblemente sana), una muestra
representativa de individuos, a los que se les determinan los
parametros de interés. Tras un estudio, se obtiene una
distribucién de referencia donde se delimitan los percentiles
al 2.5% y 97.5% (parametro ajustable a dos colas) o el 95%
(una cola), previa eliminacién de valores atipicos (outliers).
Esto se traduce en que siempre existe un 5% de pacientes
por encima o por debajo del intervalo de referencia. Se trata
de pacientes no enfermos (falsos positivos), que
simplemente presentan valores diferentes a la mayoria de la
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poblaciéon de referencia. En general, es habitual obtener
distribuciones de tipo Gauss, pero hay parametros cuyo
comportamiento es diferente (Poisson), etc.

La IFCC recomienda emplear el término intervalo de
referencia en lugar de rango de referencia, puesto que, de un
modo estricto, un rango implica la diferencia entre dos
nimeros. Del mismo modo, el término “valor de referencia”
hace referencia al dato obtenido del individuo de referencia,
mientras que el término “limite de referencia” se refiere a los
dos valores de corte que contienen el 95% de los valores de
referencia. Este matiz resulta importante puesto que para
ciertos parametros vamos a encontrar individuos cuyos
valores de referencia disten mucho de los limites de
referencia poblacionales. En la practica clinica habitual se
deben utilizar los términos intervalo y limite de referencia.

e Variabilidad biolégica

La variabilidad biolégica total se define como la variabilidad
de resultados que podemos obtener cuyo origen o causa
inherente es el individuo. Distinguimos entre a) Variabilidad
bioldgica intraindividual, que corresponde a las fluctuaciones
alrededor del punto de ajuste homeostatico propio de un
individuo (variabilidad de resultados que podemos encontrar
en un mismo individuo); y b) Variabilidad biolégica
interindividual, que define la variacion entre los diferentes
puntos de ajuste homeostéaticos de los individuos de una
poblacién (variabilidad de resultados que podemos encontrar
dentro de una poblacién determinada). El indice de
individualidad se calcula como el ratio entre el coeficiente de
variacion intraindividual y el coeficiente de variacion
interindividual.

Si controlamos la variacion preanalitica y cuantificamos la
variacion analitica podremos estimar por descarte la
variacion bioldgica intra e interindividual. Esto se lleva a cabo
de la forma similar a cdmo se ha comentado con los limites
de referencia poblacionales, pero en este caso, en lugar de
medir muchos individuos una vez, se estudia un menor
numero de individuos (estudio de cohortes) varias veces
(dias, semanas, meses).

Como es ldgico pensar, la influencia de la individualidad en
los valores de referencia representa un importante problema.
Esto es sencillo de comprender mediante dos ejemplos.

- El parametro analitico hierro presenta muy baja
variabilidad interindividual, es decir, escasa
individualidad (indice de individualidad de 1.14). En
estos casos, los limites de referencia que delimitan
el 95% de la poblacién sana son préximos a los
valores de referencia de cada individuo, de modo
que, pequefios desplazamientos en los valores del
hierro tendran una probabilidad mucho mayor de
caer fuera del intervalo de referencia convencional,
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siendo detectado analiticamente y permitiendo
tratar al paciente. En este supuesto, los intervalos
de referencia son siempre (tiles.

- En el caso contrario, en el que se encuentran la gran
mayoria de parametros estudiados en bioquimica y
hematologia, encontramos por ejemplo a la
creatinina, que presenta un indice de individualidad
de 0,33, es decir, elevada individualidad, elevada
variacion interindividual y escasa variabilidad
intraindividual. En estos casos, cambios inusuales
en valores de creatinina, pueden pasar inadvertidos
porque se encuentren dentro de los limites de
referencia, lo cual pone de manifiesto la poca
utilidad de los intervalos de referencia
convencionales para estos parametros. Los
individuos pueden tener resultados de creatinina
que sean inusuales para ellos, pero que aun se
encuentren dentro del intervalo de referencia
convencional.

En definitiva, los intervalos de referencia poblacionales
generalmente no resultan de ayuda para conocer si se ha
producido un cambio significativo en el paciente. Dado que
la mayor parte de los resultados de laboratorio se utilizan
para el seguimiento de pacientes y no para el diagnéstico,
los valores de referencia poblacionales son, en general, poco
apropiados como herramienta de monitorizacion. Si bien es
posible incrementar el indice de individualidad mediante
estratificacion de los intervalos de referencia, las limitaciones
persisten. En magnitudes biolégicas con individualidad
marcada es mas conveniente la comparacion con los valores
previos, de ahi la importancia de llevar a cabo una
implementacion del delta check en los laboratorios.

DELTA CHECK

Descrito por primera vez en 1974 por Nosanchuk vy
Gottmann, el estadistico delta check se define como el
calculo, para un parametro, de la diferencia entre un
resultado actual y uno previo consecutivos, en términos
absolutos o relativos, en un periodo de tiempo.

Se establecen unos valores de delta check limite
predefinidos. Si la diferencia entre el valor actual y el previo
excede dichos limites se generara una alerta delta check,
independientemente de que el valor se encuentre dentro o
fuera de los intervalos de referencia, que nos estara
informando si el cambio observado en un paciente puede ser
potencialmente patoldgico o si pudiera existir algin problema
con la muestra. De este modo se consigue una
monitorizacion del cambio significativo del paciente.

Las guias del CLSI EP33: “Use of Delta Check in the Medical
Laboratory” describen en profundidad un flujo de procesos
Cuyo objetivo es armonizar y estandarizar este proceso de
implementacion de alertas delta check en los laboratorios.
Los pasos a seguir incluyen: el conocimiento de la utilidad de
este indicador, qué parametros son mas susceptibles de
monitorizar mediante delta check, cuéles son las alternativas
para su célculo, cual es su aplicabilidad en el Sistema
Informatico de Laboratorio (SIL), asi como el plan de
actuacion ante las diferentes alarmas.

Las alertas delta check permiten detectar errores mediante
la utilizacion de una aproximacion de control de calidad
fundamentada en el paciente. Delta check constituye,
actualmente, la mejor forma que tenemos de detectar errores
de especimenes: asociacién de nimero de historia incorrecto
(cruce de pacientes), identificacion de muestras en mal
estado (contaminacion, hemodlisis, lipemia, ictericia),
problemas de estabilidad, centrifugaciéon y un sinfin de
errores originados en la fase preanalitica.

En lo relativo a la fase analitica, las alertas delta check
informan de posibles errores analiticos, ya que un aumento
de alertas generalizado para un mismo parametro en un
elevado numero de pacientes nos advertiria de posibles
problemas en su determinacion. Ademds, en caso de
disponer de varios analizadores idénticos permite demostrar
la intercomparacion de resultados.

(a) 1.0
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Figura 1. Ejemplo de error sistematico constante y
proporcional en un sistema analitico. Adaptado de:
Jones G, 2016.

Delta check presenta gran utilidad en la monitorizacién del
cambio clinico significativo, es decir, determinar si el cambio
entre el valor previo y el valor actual es lo suficientemente
elevado para no ser fruto del azar. Esto tiene especial
relevancia en situaciones clinicas diversas como el estudio
de la hiponatremia, el fracaso renal agudo, la velocidad de
variacion del PSA (antigeno prostatico especifico), y por
supuesto, la tasa de elevacion de la troponina cardiaca en el
evento coronario agudo.

Finalmente, la alerta delta check permite a los laboratorios
clinicos disefiar protocolos de autovalidacion de resultados,
de especial utilidad en hospitales con elevada carga
asistencial.

No obstante, y como principal limitacién, dado que la
utilizacion del delta check implica la necesitad de comparar
con un resultado previo, el empleo de intervalos de referencia
continla siendo necesario para el diagndstico y cribado de
patologias. Por este motivo, la prueba ideal de laboratorio ha
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de tener una variacién biologica intraindividual e
interindividual minimas, permitiendo un diagndstico y
seguimiento adecuado mediante el uso de intervalos de
referencia o delta check, respectivamente.

La seleccion de parametros potencialmente monitorizables
mediante alerta delta check atiende a cada parametro en
concreto y se realiza en funcion del objetivo que hayamos
propuesto cumplir: por ejemplo, si deseamos llevar a cabo
una detecciéon de errores de muestra, interesara estudiar
parametros como glucosa, sodio, potasio, LDH, MCV, etc.

El valor del delta check se puede obtener mediante diferentes
aproximaciones como Valor de Referencia de Cambio (VRC)
o delta check derivado de bases de datos de pacientes, que
se exponen a continuacion. Es importante valorar todas las
opciones disponibles en funcién del parametro estudiado y la
finalidad de uso deseada.

VALOR DE REFERENCIA DE CAMBIO (VRC)

El valor de referencia de cambio (VRC) constituye la
herramienta mas adecuada para evaluar el cambio entre
resultados seriados de una magnitud biologica determinada.
Su calculo es sencillo y se lleva a cabo a partir del coeficiente
de variacion analitico (CVa), el coeficiente de variacion
intraindividual (CVi) y el Z-score estadistico mediante la
siguiente formula:

VRC =212 x Z (CVAZ + CVI?)

Esta formula nace de la premisa de que la diferencia entre
dos resultados consecutivos serd considerada significativa
siempre que sea mayor que la combinacion de la variacion
total inherente de ambos resultados.

La variacion total de cada resultado es una combinacién de
la variacion preanalitica, analitica, postanalitica e
intraindividual, de manera que: Stota’® = Sere? + Spost? + Sa? +
Si? (suma de varianzas).

Son fuentes de variabilidad preanalitica, atribuibles al
conjunto de procesos que se realizan desde que se recibe la
peticidon analitica hasta que se inicia la fase analitica: los
ritmos circadianos (ej. cortisol, hormona del crecimiento), el
ayuno, el ejercicio, la toma de medicamentos, la altitud, la
postura, el tipo de muestra, anticoagulante, el tiempo de
aplicacion del torniquete, el tiempo y condiciones de
transporte, la  centrifugacion, el almacenamiento
(fotosensibilidad, temperatura), etc.

En cuanto a la variabilidad analitica, debida a fluctuaciones
asociadas directamente con el conjunto de procesos
relacionados con la medicion, cabe destacar: la aparicion de
errores debidos al procedimiento de medida, por problemas
en el instrumento de medida (ej. temperatura de incubacion
anémala), superficies opticas contaminadas, diluciones mal
realizadas, etc.

Existen dos tipos de errores analiticos. Error aleatorio
(imprecision y el error sistematico (inexactitud).

El error analitico aleatorio (imprecisién) se define como la
dispersion entre resultados independientes de mediciones
obtenidas por un procedimiento de medida bajo condiciones
especificadas. Es inherente al sistema analitico y a la
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metodologia empleada, dependiendo de fluctuaciones en la
temperatura, variaciéon en los volimenes de muestra y/o
reactivo dispensado por la pipeta, cambios en el entorno y
manejo inconsciente de los materiales. Interesa disponer de
un método con buena precisiébn para que su variacion
analitica aleatoria, que es inevitable, no sea elevada. En
cambio, el error sistematico, definido por la ISO como la
diferencia de concordancia entre el resultado de una
medicion y el valor verdadero del mesurando (veracidad) es
predecible y podemos corregirlo si es de tipo constante.

La variabilidad postanalitica, en la actualidad, es minima,
gracias a la informatizacion y conectividad informéatica. Esta
se debe a errores acontecidos durante la fase postanalitica,
gue abarca los procesos posteriores a la obtencion del
resultado analitico: fallos en la transcripcion de datos, valores
de referencia mal definidos, etc.

Por ultimo, la variabilidad bioldgica, de tipo interindividual o
intraindividual, es inherente al individuo y se debe a cambios
relacionados con la edad, los ritmos circadianos, ciclos
menstruales, ritmos estacionales, etc.

En conjunto, y dado que las variaciones preanaliticas y
postanaliticas suelen ser relativamente bajas, negligibles, se
simplifica la férmula a: Stow? = Sa? + S2. Ademas, dado que
las medias son similares para ambos resultados, es posible
trabajar en su lugar con coeficientes de variacion: CVrotal =
(CVa2 + CVA)Y2, Suponiendo que los parametros siguen una
distribucién normal (Z), y teniendo en cuenta que estamos
considerando la variacién de dos resultados (2x), obtenemos
la férmula de Harris simplificada para el calculo del valor de
referencia de cambio: VRC = 212 x Z (CVa2 + CV2) %,

Si trabajamos con parametros donde los cambios pueden
ocurrir en ambas direcciones utilizaremos los Z-scores para
distribuciones con dos colas (1.96 para 95% significativo y
2.58 para 99% altamente significativo). Si los cambios sélo
pueden ir en una direccién, utilizaremos entonces los Z-
scores unidireccionales (1.65 para 95% y 2.33 para 99%).
Ahora bien, es importante destacar que la probabilidad de
decision clinica no siempre correlaciona con la probabilidad
estadistica definida al 95% o al 99%. No deberiamos asumir
gque un cambio entre resultados no estadisticamente
significativo carece de relevancia cinica. Por otro lado, un
cambio entre resultados puede ser, desde el punto de vista
estadistico, altamente significativo, pero no merecer ninguna
accion clinica.

En lo que concierne al coeficiente de variacion analitica, éste
se debe obtener de nuestro propio laboratorio, a partir de la
imprecision obtenida con el control de calidad interno de cada
pardmetro. El coeficiente de variaciéon intraindividual se
puede calcular mediante estudios poblacionales o, lo que es
mas habitual, obtenerlos a partir de bases de datos de
variacion biolégica fidedignas.

En general, las estimaciones de variabilidad bioldgica
intraindividual, procedentes de la literatura cientifica, son
constantes, independientemente del nimero de sujetos, la
edad, la escala de tiempo del estudio, la metodologia y el
pais en que se realizaron los estudios.
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Absolute delta (ADA) check

Percentage delta (PDA) check

ADA = Current test value — Previous test value

Highest value of Previous and Current — Lowest value of Previous and Current

PDA =

or

PDA =

Lowest of Previous and Current

Current test value — Previous test value

% 100%

x 100%

Previous test value

Absolute rate-difference delta (ARDA) check [37]

Current test value — Previous test value

ARDA =

time interval between sample

Percentage rate-difference delta (PRDA) check [37]

Current test value — Previous test value

PRDA =

Previous test value

/Time] x 100%

Figura 2. Calculo de “delta-valores” mediante diferentes aproximaciones. Adaptado de: CLSI EP33, 2016.

En los individuos enfermos, si la magnitud biol6gica no se ve
alterada por la enfermedad, la variabilidad bioldgica es del
mismo orden que en individuos sanos. Incluso si la magnitud
bioldgica se ve afectada por la enfermedad, si esta es cronica
y el estadio de la enfermedad es estable, hay evidencias de
qgue la variabilidad bioldgica intraindividual es de la misma
magnitud que en individuos sanos. En consecuencia, las
bases de datos existentes sobre variabilidad biol6gica
pueden usarse en todos los laboratorios.

Existen publicaciones con grandes bases de datos sobre los
componentes de la variabilidad biologica, y son de facil
acceso. Es completamente correcto utilizar estas bases de
datos en la practica diaria. No obstante, es preciso utilizar
publicaciones de calidad. En este sentido, en 2016 surgio el
proyecto BIVAC (The Biological Variation Data Critical
Appraisal Checklist), que realiza una evaluacion de las
publicaciones acerca de variabilidad biolégica, asignando un
score. La EFLM (European Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory) establecio en 2016 la TFG-BVD: Biological
Variation Database, con la finalidad de emplear estimadores
robustos, obtenidos a partir de estudios con tratamiento
estadistico de datos de calidad, homocedasticidad,
normalidad, estudio de outliers, etc. Una vez valoradas las
diferentes publicaciones, BIVAC, mediante un metaanalisis,
otorga un resultado global de variabilidad bioldgica individual
consenso.

Las limitaciones en la utilizaciéon del valor de referencia del
cambio son las derivadas de la simplificacion matematica

realizada en la férmula de Harris, puesto que hay parametros
que no se comportan siguiendo una distribucién gaussiana.

Ademas, este modelo asume que no existe correlaciéon entre
resultados sucesivos. El supuesto anterior parece razonable
cuando las determinaciones entre muestras se realizan a
medio o largo plazo. Sin embargo, cuando los analisis se
realizan diariamente o varias veces en un mismo dia,
situacion que sucede en pacientes ingresados, Yy
especialmente en enfermos agudos, es probable (y hay
evidencias cuantitativas para apoyar esta hipotesis) que
exista una correlacion entre las series.

Por otro lado, se asume que el coeficiente de variacion
analitico utilizado en la férmula para el valor de referencia de
cambio es constante, lo cual, puede no suceder en la
realidad, sobre todo si se producen con frecuencia cambios
significativos en el error sistematico debido a recalibraciones.

Estas limitaciones se ven superadas mediante la utilizacion
de férmulas matematicas mas complejas: VRC Fokkemma
(transformacion log-normal; no normalidad), Jones GR (no
homocedasticidad), Queralto IM (resultados
correlacionados), etc.

Las guias CLSI EP33 no proporcionan una recomendacion
especifica respecto al intervalo de tiempo especifico en el
que es posible aplicar las alertas delta check. Normalmente
se activan si la diferencia es menor de una semana, pero no
es extrafio encontrar intervalos de tiempo superiores a una
semana. Cada laboratorio debe determinar estos intervalos
e ir ajustando en funcion de la experiencia y finalidad de uso.

Harris simplificado

VRC =2¥2x Z (CVA%+ CVI®) ¥

Resultados correlacionados (Queralto JM)

VRC= Z * 212 (CVI2 * (1-1))*2

No Homocedasticidad (Jones GR)

VRC=100 * (-b +/- (b2-4*a*c)"?) /(2*a)

Transformacién Log-normal (Fokkema)

VRC=exp(+/-Z * 212 * [DS{])-1) * 100

Tabla 2. Modelos para el célculo del Valor de Referencia de Cambio (VRC) (Adaptado de Zaragoza JM y Castellvi
JB, 2020)
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Figura 3. Definicién de limite delta check. Histograma de frecuencias. Adaptado de: CLSI EP33, 2016.

DELTA CHECK CALCULADO EN BASES DE DATOS

Este método conlleva la busqueda en pacientes de un gran
ndmero de pares de resultados consecutivos que sean
similares a los datos del paciente en quien aplicaremos los
valores delta check. Se calculan los “delta-valores”, definidos
en términos de diferencia absoluta, diferencia relativa,
velocidad de la diferencia, etc., en funcion del parametro de
interés.

Posteriormente, se representan los “delta-valores” en un
histograma de distribucién de frecuencias; y se delimitan los
valores delta-check que se utilizardn (percentiles 95 o 99)
con una o dos colas, dependiendo del parametro estudiado.
La determinacion del delta check mediante estudios
retrospectivos presenta la ventaja de que cada laboratorio
establece sus limites basandose en su poblacién y sistemas
analiticos.

DELTA CHECK: OTRAS APROXIMACIONES
e Valor empirico

Los valores de delta check se establecen teniendo en cuenta
criterios y opinion de expertos clinicos. Estan basados en la
experiencia, 0 en la obtencién a partir de publicaciones de
otros laboratorios.

° Parametros cualitativos

En el caso de magnitudes cualitativas obviamente no es
necesario calcular limites de delta check, sino generar
alertas delta check en caso de que un resultado positivo
cambie a negativo o viceversa (por ejemplo: grupo ABO,
estudios de autoinmunidad, test genéticos, moleculares,
electroforesis, inmunofijacion, etc.).
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e Delta Check Multivariante

Se trata de combinar los limites delta check de varios
parametros relacionados (por ejemplo: creatinina y urea;
AST y ALT,; hemoglobina y hematocrito), mejorando la
especificidad del delta check. Estan basados en la
correlacion positiva (fallo renal agudo: incremento de urea y
de creatinina), o en la correlacion negativa (por ejemplo,
hemorragia: disminuciéon de hemoglobina y hematocrito).
Estas aproximaciones son mas Utiles que las simples, pero a
menudo son complejas y no implementables en la mayoria
de los laboratorios.

CONSIDERACIONES FINALES

En definitiva, existe consenso en la implementacion de
alertas delta check en los informes de laboratorio del mismo
modo que se emplean los valores de referencia
poblacionales. Los resultados pueden cambiar desde dentro
hacia fuera de los intervalos de referencia (y viceversa) sin
que ello conlleve significacion clinica

Independientemente del método que se utilice para
obtenerlas, estas alertas deben revisarse para ver si son
apropiadas. Cualquier comentario o reclamacion de los
servicios peticionarios respecto al ndmero de resultados
inusuales o un aumento de imprecisiones clinicas que no
encajen con los resultados analiticos debe provocar una
revision seria y detallada de los valores establecidos en el
laboratorio.

En cualquier caso, el laboratorio debera disponer de un
Sistema Informatico de Laboratorio (SIL) capaz de llevar a
cabo un algoritmo de evaluacion con acceso a los resultados
previo y actual de cada paciente (VRC, unidireccional,
bidireccional, absoluto, relativo, tasa, etc.). Asimismo, las
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alertas delta check deberan ser visibles en el informe de
resultados y sera necesario establecer un plan de accion
para que los facultativos interpreten adecuadamente estas
alertas en la practica diaria.
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GENOMA HUMANO Y VARIABILIDAD INTERINDIVIDUAL

El genoma humano nuclear tiene un tamafio aproximado de
3.200 Mb (o millones de bases) de las cuales alrededor de
2.950 Mb corresponden a eucromatina (poco condensada,
transcripcionalmente activa) y wunas 250 Mb a
heterocromatina (con mayor grado de compactacion y bajo
nivel de expresion). Esta cifra se refiere al genoma haploide,
por lo que el tamafio del genoma en las células sométicas
diploides es aproximadamente el doble.

Aproximadamente, un 30% del genoma humano esta
compuesto por secuencias relacionadas con genes (exones,
intrones y regiones reguladoras, entre otras). Se estima que
el genoma humano contiene en torno a 23.000 genes y que
s6lo un 1,5-2% del total corresponde a regiones codificantes,
exones cuyo tamafio medio aproximado es de 150
nucledtidos!. Las regiones intronicas abarcan un 24% del
total y presentan gran variabilidad de tamafios. El 70%
restante corresponde a ADN extragénico, regiones
intergénicas no codificantes sin ningun elemento funcional,
formado principalmente (>70%) por componentes repetitivos
del genoma (ver mas adelante).

Del total de ADN de nuestro genoma, un 95-98%
corresponde a pseudogenes, intrones, secuencias UTR, y
otros ADNs no codificantes. En humanos, se estima que
existen mas de 19.000 pseudogenes, secuencias
semejantes a genes conocidos que han perdido su
capacidad de codificar proteinas a causa de la acumulacién
de mdltiples mutaciones. Se clasifican en:

- Pseudogenes duplicados o sin procesar: se originan por
duplicacion del gen original, contienen exones e
intrones, pero carecen de promotor.

- Pseudogenes procesados o retrogenes: copias del ARN
mensajero de un gen que se ha retrotranscrito e
insertado en otra posicion del genoma, carecen de
intrones y de promotor. Ambos tipos suelen contener
codones prematuros de parada.

Otro componente del genoma son los transposones, que
consisten en elementos movibles que se pueden replicar e
insertar en diferentes localizaciones del genoma. Existen 2
tipos de transposones dependiendo de si utilizan el ARN
como intermediario para duplicarse o desplazarse
(retrotransposones o clase 1, como los LTRs, LINEs, SINEs,
ver mas adelante) o no (DNA-transposones o clase 2).
Asimismo, se han identificado mas de 300 genes de
micro/miniARN en el genoma humano, localizados la
mayoria en intrones de genes codificantes. Se trata de
regiones conservadas en primates?.

El genoma humano presenta gran heterogeneidad en su
secuencia, con regiones ricas en G+C flanqueadas por
regiones pobres, siendo el contenido medio de G+C del 41%,
menor de lo tedricamente esperado (50%). Ademas, a
diferencia de otros genomas, cuenta con mayor cantidad de
secuencias o regiones duplicadas, las cuales se clasifican
segun el tamafio en duplicaciones segmentarias (<1Kb con
>90% homologia y localizados frecuentemente en regiones
centroméricas y/o teloméricas), intercromos6micas (10-

50Kb) o intracromosomicas (~100Kb).
e Variabilidad genética interindividual

La secuenciacion del genoma humano nos ha permitido
conocer la gran variacion genética interindividual, con mas
de 10 millones de polimorfismos de un solo nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphisms [SNPs]) identificados entre
diferentes poblaciones (proyectos Human Genoma Proyect
[HGP] y HapMap). Estos SNPs constituyen una de las
secuencias mas importantes de variabilidad genética entre
individuos y explicaria, en muchos casos, las diferencias de
susceptibilidad a enfermedades o en la respuesta a farmacos
(farmacogenética).

Asimismo, existen diferencias en el nimero de copias de
grandes segmentos gendmicos (unas 200-300 regiones de
entre 10 y 50 Kb) cuyo nimero de copias difiere de unos
individuos a otros. Son las llamadas CNPs (Copy Number
Polymorphisms) que suelen estar flanqueadas por
duplicaciones segmentarias, lo que probablemente indica
que son el resultado de reordenaciones entre esos
elementos flanqueantes.

Finalmente, se ha catalogado también otro tipo de variacion
consistente en polimorfismos de pequefas
inserciones/deleciones, con un tamafio comprendido entre 1
nucledtido y 10 kb.

EL ADN REPETITIVO

Hasta un 50% del genoma humano esté constituido por ADN
repetitivo (antiguamente conocido como "ADN basura"),
formado mayoritariamente por ADN no codificante. Destaca
el ADN ribosomal, de aproximadamente 2 Mb de tamafio,
localizado en los brazos cortos de los cromosomas
acroceéntricos (13, 14, 15, 21y 22).

En el ADN no codificante, tanto en regiones intragénicas
como extragénicas, encontramos diversos tipos de
elementos repetidos. Se tratan de secuencias de ADN que
se repiten cientos o miles de veces y que puede aparecer en
tandem con tamafios variables entre individuos (8% del
genoma humano) o dispersas (45% del genoma humano).
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e ADN repetido en tandem
- ADN satélite

Son secuencia de ADN en la que fragmentos grandes de
ADN no codificante (desde 100 kb hasta varias Mb) se
repiten en tandem. Constituye el principal componente
estructural de la heterocromatina, estando la mayoria
localizado en region telomérica o centromérica. Recibe este
nombre porque al separar el ADN gendmico en gradientes
de densidad, aparece como 3 bandas "satélites" de la banda
principal.

Un tipo de ADN satélite muy importante es el Satélite alfa,
localizado en los centromeros de los cromosomas, cuya
secuencia repetida es de 171 nucle6tidos. Otros ejemplos
son el ADN Satélite 1 (secuencia repetida de 42 nucle6tidos,
n veces), el Satélite 2 (ATTCCATTCG)n y el Satélite 3
(ATTCC)n®.

- ADN Minisatélite

Esta formado por secuencias de 6 - 25 nucledtidos que se
repiten en tandem. El ndmero de repeticiones es variable,
pero en general es menor de 100 (tamafio total entre 100
nucledtidos y 20 kb). Un ejemplo es la repeticién de los
telémeros de los cromosomas, en los que el hexanucle6tido
TTAGGG se repite miles de veces.

- ADN Microsatélite

Esta formado por secuencias de menos de 6 nucledtidos
repetidos en tdndem. El nimero de repeticiones es variable
entre individuos (tamafio total < 150 nucledtidos), motivo por
el cual son marcadores genéticos frecuentemente utilizados
en el andlisis forense del ADN.

Ejemplos: repeticiones de dinucleétidos (CA, GC, etc), o de
trinucleétidos (CAG, CGG, etc).

e ADN repetido disperso
- Elementos SINE

Los SINE (Short Interspersed Nuclear Elements, o,
elementos nucleares dispersos cortos) suponen un 13% del
genoma humano y corresponden a secuencias cortas
repetidas miles de veces. El principal SINE es la familia de
elementos Alu, el retrotransposon mas frecuente (10% del
genoma) con 250 nucledtidos y mas de un millén copias por
genoma. Recientemente se ha identificado su participacion
en el direccionamiento ribosomal de las proteinas®.

- Elementos LINE

Los LINE (Long Interspersed Nuclear Elements, o elementos
nucleares dispersos largos) constituyen un 20% del genoma
humano. Son secuencias con un tamafio de varias kilobases,
agrupados en distintas familias. El principal LINE es el LINE-
1 o L1 (15% del genoma), formado por una secuencia de
unas 6 kb repetida unas 800,000 veces en el genoma. Los
elementos LINE también son retrotransposones.

- Secuencias LTR

Repeticiones terminales largas que derivan de retrovirus
humanos (HERV) que se han integrado en el genoma
humano en el curso de la evolucion. Con frecuencia son el
origen de proto-oncogenes celulares. Constituyen alrededor
de un 8% del genoma.
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Tanto los LINE como los Alu completos pueden, en teoria,
copiarse e insertarse aleatoriamente en otra posicion del
genoma. De ahi que su potencial patogénico se deba a esta
capacidad de insertarse en el genoma e interrumpir genes,
desregular la expresion de genes cercanos (por los
elementos promotores de los LINE y SINE), o producir una
recombinacion entre copias de Alu o L1 que estan en
localizaciones cromosémicas distintas.

POTENCIAL PATOGENICO SECUENCIAS REPETIDAS

Existe un tipo de mutaciones mas complejas que afecta a las
secuencias repetidas dispersas (elementos Aluy LINE) y en
tandem (minisatélites y microsatélites).

e Mutaciones debidas a repeticiones dispersas

Las repeticiones dispersas del genoma son mas susceptibles
de un sobrecruzamiento desigual, que consiste en un
emparejamiento incorrecto e intercambio de ADN entre
regiones de cromosomas homélogos o no homdlogos, pero
genéticamente similares.

Este fendmeno de recombinacion desigual es causa
frecuente de duplicaciones o deleciones cuando tienen lugar
entre repeticiones no alélicas de gran tamafio con un alto
grado de homologia, como son las duplicaciones
segmentarias (por ejemplo, Charcot-Marie-Tooth o Sindrome
de Smith-Magenis). En caso de que elementos repetidos se
recombinen en la orientacién contraria, se originaran
inversiones como ocurre frecuentemente en casos de
hemofilia A o distrofia muscular de Emery-Dreifuss, entre
otros.

e Mutaciones debidas a repeticiones en tandem

Un tipo de mutacion que afecta con frecuencia a las
repeticiones cortas en tdndem de tipo microsatélite es la
expansion o contraccion de la repeticion. Este fenémeno se
produce habitualmente por un mecanismo de
desemparejamiento  por deslizamiento de cadenas,
fenébmeno que acontece durante el proceso de replicacion
del ADN.

Si durante la replicacion del ADN que contiene la repeticion,
ocurre un deslizamiento de la cadena sintetizada sobre la
cadena molde, se formara un bucle en una de las cadenas,
lo que originard que la nueva cadena de ADN tenga una
repeticion de mas o de menos con respecto a la cadena
original. Este mecanismo explica los polimorfismos de
longitud de los microsatélites.

Si la expansién o contraccion tiene lugar en la region
codificante, el resultado sera la aparicién de deleciones de
aminoacidos o cambios en el marco de lectura, dependiendo
respectivamente de si se delecionan 3 (o mudltiplo de 3)
nucleétidos o no.

Como ejemplo, destacar el gen CFTR (*602421), asociado a
fibrosis quistica (MIM #219700), el cual contiene una
repeticion en tandem de 5 timinas en los codones 142 y 143.
La deleciébn de una timina por este fendmeno de
deslizamiento dara lugar a un cambio del marco de lectura 'y
presumiblemente, a un truncamiento prematuro de la
proteina.
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Enfermedad Rango normal Rango patolégico Gen (Chr)
Huntington disease (HD) 6-35 >36-250 HTT (4p16.3)
Smith (Haw-River) (DRPLA) 3-35 248-93 ATN (12p13.31)
Kennedy (SBMA) 9-36 >38-68 AR (Xq12)
SCA1l 6-38 >39-88 ATXN1 (6p22)
SCA2 13-31 >32-500 ATXN2 (12024)
SCA3/Machado-Joseph disease (MJID) 12-44 255-87 ATXNS3 (14932)
SCA6 4-18 220-33 CACNAL1A (19p13)
SCA7 4-33 237-460 ATXN7 (3p21)
SCAl7 25-42 47-63 TBP (6927)

Tabla 1. Ejemplos de enfermedades por expansiones CAG en regiones codificantes.
Adaptado de Depienne C. et al, 2021.

Los microsatélites de tipo trinucleotidico pueden ademas
sufrir expansiones mayores, dando lugar a un grupo de
enfermedades conocidas como “enfermedades por
expansion de tripletes". Dada su importancia en patologia
humana, las estudiamos con mas detalle en el siguiente
apartado.

EXPANSION DE TRINUCLEOTIDOS

Existe un grupo de enfermedades causadas por la expansion
de repeticiones de trinucledtidos (o0 expansion de tripletes),
que tienen una serie de rasgos en comin y que
frecuentemente presentan un fendmeno clinico conocido
como “anticipacion genética”. Este fendmeno consiste en la
aparicion de enfermedad a una edad mas temprana y de
forma mas severa en las sucesivas generaciones de una
misma familia. Este fendmeno se explica por la presencia de
repeticiones de trinucleétidos inestables que aumentan de
tamafio en cada generacion.

Las enfermedades por expansion de ftrinucledtidos se
agrupan en dos categorias:

- Enfermedades por expansiones cortas (40 a 70
repeticiones) de un trinucledtido CAG localizado en la
region codificante de un gen

- Enfermedades por expansiones mayores (de 50 hasta
miles de repeticiones) de trinucleétidos en regiones no
codificantes®.

Si bien el mecanismo de expansion mas probable es por
deslizamiento de cadenas, las grandes expansiones son mas
faciles de explicar mediante un mecanismo de reparacion por
recombinacion homologa. De todas formas, se desconoce el
motivo por el cual en estas secuencias son mas frecuentes
las expansiones que las contracciones.

e Neuropatias por expansiones de CAG

Las enfermedades del primer grupo dan como resultado la
expansion de un tracto de poliglutaminas (poliQ) en la
proteina codificada y constituyen un grupo de enfermedades
neurodegenerativas de gran importancia (Tabla 1).

La inestabilidad de la expansion aumenta con el tamafio de
la misma. Asi, por debajo de 40 repeticiones, la frecuencia
de expansiones es baja, pero al llegar a un rango de 40 a 100
repeticiones la inestabilidad ya es practicamente del 100%.
Ademas, se observan diferencias si la transmisién es
materna o paterna, siendo la expansion mas frecuente si la
transmision es paterna.

En general, el mecanismo patogénico propuesto consiste en
una ganancia de funciéon. Probablemente, el tracto de
poliglutaminas en las proteinas conlleva al mal plegamiento
ylo a la formacion de agregados proteicos, lo que altera la
funcién neuronal. Dado que el tamafio de las expansiones
correlaciona con la gravedad de la enfermedad, es probable
que estas enfermedades se deban a una ganancia de
funcién con un efecto téxico que aumenta con el nimero de
glutaminas de la proteina, con 35-40 residuos como valor
umbral.

También se ha demostrado que, para provocar degeneracion
neuronal es necesario que las proteinas alteradas accedan
al nicleo e interaccionen con factores de transcripcion ricos
en glutamina, alterando asi la transcripcion de genes
necesarios para la supervivencia neuronal. En el caso
concreto de la huntingtina (proteina alterada en la
Enfermedad de Huntington) se ha demostrado, por ejemplo,
gue la expansion de glutaminas impide la expresion del gen
que codifica el receptor D2 de la dopamina®.

e Enfermedades por otros trinucleétidos

El segundo grupo de enfermedades por expansion de
tripletes incluye enfermedades mas heterogéneas, que
también afectan al sistema nervioso (Tabla 2). En general, el
rango de 40-100 repeticiones (premutacién) no se asocia a
la enfermedad, pero por tratarse de un alelo inestable es mas
probable que se expanda a mutacion
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Enfermedad Repeticién | Rango normal Ran,g(.) Localizacién (Gen)(Chr)
patoldgico
Distrofia Mioténica (DM1) CTG 5-37 >50-10,000 3’ UTR (DMPK)(19913.32)
X Fragil (FXS) CGG 5-50 >200 5'UTR (FMR1)(Xg27.3)
- 5'UTR
- > -
X Fragil (FRAXE) GCC 4-39 2200-900 (AFF2)(Xq28)
Ataxia Friedreich (FRDA) GAA 5-34 >66-1300 Intron
(FXN)(9g21.11)
3'UTR
SCA8 CTG 15-50 >74-250 (ATXNS) (13q21)

Tabla 2. Ejemplos de enfermedades por expansion de trinucleétidos distintos a CAG en regiones no codificantes.
Adaptado de Depienne C. et al, 2021.

completa causando la enfermedad en sucesivas
generaciones. Esta expansion se ve menos favorecida
cuando la repeticién esta interrumpida por un triplete distinto.
Por ejemplo, algunos alelos del gen FMR1 (*309550) tienen
repeticiones CGG interrumpidas por el trinucleétido AGG
cada 10 repeticiones CGG; en estos alelos la probabilidad de
expandir es menos probable.

En estas enfermedades, como regla general, el efecto
patogénico es resultado de la pérdida de funcion de la
proteina o de la alteracién en la funcién del ARNm, ya que
las expansiones estan en regiones no codificantes. Aunque
el nUmero es mayor, destacamos:

- Sindrome del X fragil (MIM #300624)

Es la causa mas frecuente de discapacidad intelectual
hereditaria, afectando aproximadamente a 1/4.000 varones
de la poblacién general y 1/6.000 mujeres. Clinicamente se
caracteriza por la presencia de discapacidad intelectual entre
leve y moderada, dismorfia facial (cara alargada y triangular,
orejas grandes y aladas) y macroorquidismo.

Inicialmente, se diagnosticaba mediante cariotipo por la
visualizacion de una rotura en Xg27.3 cuando las células se
cultivan en presencia de metrotexato o en ausencia de folato.
Posteriormente, se identificé la expansién del trinucleétido
CGG en una isla CpG de la regién promotora del gen FMR1
(*309550), 38 kb y 17 exones, como causa de la enfermedad.
Fue el primer ejemplo de una enfermedad causada por la
expansion de tripletes.

Las variantes patogénicas de la region codificante son raras,
pero también provocan la enfermedad cuando implican
disminucioén de la proteina FMRP, por lo que se supone que
la expansion del trinucledtido también produce una pérdida
de funcién. Esta proteina es citoplasmatica y se expresa en
el cerebro, asi como en las células germinales de testiculo.
La proteina posee dominios de uniéon al ARN y de union a
otras proteinas, y se ha comprobado que se une a su propio
mensajero, a un 4% de todos los ARNm de cerebro fetal y
también a la subunidad 60S de los ribosomas. Podria por
tanto entrar en el nucleo, capturar ARN mensajeros y
exportarlos al citoplasma como parte de la maquinaria
traduccional, especificamente aquellos cruciales para el
desarrollo de las dendritas y para la funcién sinaptica en las
neuronas ’.
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Distrofia mioténica

La distrofia mioténica se puede producir por alteraciones en
2 loci. La forma mas frecuente es la distrofia miotonica tipo 1
(MIM # 160900) y se debe a la expansion del trinucleétido
CTG en la region 3’'UTR del gen DMPK (*605377), que
codifica una protein-quinasa. Se trata de una enfermedad

con herencia autosémica dominante, que se caracteriza por
la presencia de miotonia muscular, cataratas y arritmias
cardiacas.

La enfermedad se produce por la presencia de ARN con
largas expansiones de repeticiones CUG. La hip6tesis mas
aceptada es que la expansion da lugar a un ARN que es
capaz de unirse a varias proteinas que regulan el fenémeno
de splicing, alterando su funcién. Estos genes incluyen un
canal de cloro, el propio SIX5, el gen de la troponina T, el
receptor de la insulina, genes con funciones neuronales, etc.
En conjunto, la sintomatologia de la enfermedad es el
resultado conjunto de la desregulacién de todos estos
genes®,

La distrofia mioténica tipo 2 (MIM # 602668), menos
frecuente, se trata de una enfermedad con herencia
dominante causada por la expansion de un tetranucleétido
en el intron 1 del gen ZNF9 o CNBP (*605377). Los
individuos normales tienen menos de 26 repeticiones CCTG
en el intron 1 del gen, mientras que las expansiones en
pacientes van desde 75 a 11.000 repeticiones.

- Ataxia de Friedreich (MIM #229300)

Se trata de un trastorno neurodegenerativo autosémico
recesivo caracterizado, entre otros signos clinicos, por una
ataxia progresiva de la marcha, disartria, disfagia, y pérdida
de reflejos. A diferencia de otras enfermedades por
expansion, en la ataxia de Friedreich, no ocurre el fenémeno
de anticipacion genética.

Estd causado por la expansion del trinucledtido GAA
localizado en una secuencia Alu del primer intrén del gen
FRDA (*606829), gen que codifica para la proteina frataxina.
Los alelos normales estan interrumpidos por la secuencia
(GAGGAA)s9 y no tienen méas de 32 repeticiones GAA. La
expansion, en cambio, impide la transcripcion del gen, al
formar un intron muy largo con estructuras de triple hélice en
el ADN gendmico.
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Los niveles bajos de frataxina alteran la funcién mitocondrial,
ya que esta proteina es importante en la homeostasis del
hierro en la mitocondria, lo cual conlleva una disminucién en
la produccion de energia y en la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS)°.

- Epilepsia mioclonica progresiva (MIM #254800)

La epilepsia mioclénica progresiva es un trastorno
autosémico recesivo caracterizado por mioclonos de accion
sensibles a estimulos y crisis tonico-clénicas acompafiadas
de ataxia, con un leve deterioro cognitivo a largo plazo. Se
debe a la expansion de una secuencia de 12 nucleétidos
(CCCCGCCCCGCG). Este es el primer ejemplo de
enfermedad por expansion de un minisatélite, el cual se
localiza en la regién promotora del gen CSTB (*601145,
cistatina B, un inhibidor de proteasas).

Los alelos normales tienen hasta 3 repeticiones, mientras
que sujetos con premutacion tienen 12 a 17 repeticiones y
los afectos entre 30 y 75 (en total, un tamafio de 360-900
nucledtidos). Un 14% de los individuos con esta enfermedad
tienen variantes patogénicas en la region codificante del gen.
La presencia de la expansion conduce a una disminucion de
los niveles de ARNm, probablemente debido a Ila
desorganizacion del promotor del gen CSTB

- Ataxia espinocerebelosa (SCA10; MIM 603516)

Se trata de una ataxia espino-cerebelosa de herencia
autosémica dominante causada por la expansion de un
pentanucleétido (ATTCT) en el intrén 9 del gen ATXN10
(*611150). Los individuos normales tienen 10 a 22
repeticiones, mientras que los afectos presentan alelos con
500-4500 repeticiones.

Las enfermedades causadas por mutaciones dinamicas o
expansion de tripletes suponen un grupo de alteraciones que
afectan a una proporcién considerable de la poblacién si son
consideradas en su conjunto. Tal y como se ha expuesto, no
s6lo el ADN codificante es clave para el correcto
funcionamiento de la maquinaria genética del individuo, sino
que también el ADN no codificante, aunque menos
estudiado, es fundamental y estd implicado en un gran
numero de enfermedades.
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INTRODUCCION

El primero de estos sindromes mitocondriales de delecion
Unica del ADN mitocondrial (mtDNA) de tamafio grande (del
inglés, “single large-scale mtDNA deletion”) se publicé por
primera vez en el afio 1958 por los doctores TP Kearns y GP
Sayre?, acufiando el nombre de Sindrome de Kearns-Sayre.
Se describia un paciente con retinitis pigmentosa,
oftalmoplejia externa y bloqueo cardiaco.

Posteriormente, a finales de los 80, se observd que estos
pacientes tenian una alteracion en el genoma mitocondrial.
El ADN mitocondrial (mtDNA) tiene un tamafio de 16.569
pares de bases, es un ADN circular de doble cadena,
localizado en las mitocondrias de las células. Cada célula
contiene varias copias de mtDNA. Los pacientes con estos
sindromes presentan una delecién Unica o simple (pérdida
de material genético) de gran tamafio en una fraccion de las
moléculas de mtDNA en uno o varios tejidos (heteroplasmia
del mtDNA), que puede variar desde 1.100 a 10.000 pares
de bases?.
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Figura 1. Delecion tnica en el mtDNA. Adaptado de:
Schaefer et al, 2008.

PATOGENESIS
e Prevalencia

En base a un estudio epidemioldgico de una poblacién adulta
en el noreste de Inglaterra se encontraron 18 pacientes en
una poblacion de estudio de 1.535.800 individuos, por lo que
la prevalencia estimada de delecion Unica de mtDNA fue de
1,2:100.000 pacientes?.

e Herencia

Las alteraciones genéticas en el mtDNA se transmiten
exclusivamente por la rama materna, ya que durante el
proceso de fecundacion las mitocondrias del ovocito son las
gue se encontraban en el évulo materno. Los sindromes de
delecién Unica de mtDNA casi nunca se heredan, lo que
sugiere que estos trastornos son causados por deleciones de
novo que ocurren en los ovocitos de la madre durante el
desarrollo de la linea germinal o en el embrién durante la
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embriogénesis. Podria darse el caso de que la madre tuviera
la delecién Unicamente en sus ovocitos (mosaicismo
germinal). De esta manera podria transmitir la delecién sin
estar afectada por la enfermedad. En estos casos se estima
que el riesgo de transmision es de 1-4% en cada nueva
fecundacion?.

(151 L1701

Figura 2. Patrones de herencia de los sindromes de
delecion Unica mitocondrial. Izquierda: Probando (varon)
con madre afecta. El riesgo de recurrencia de la
enfermedad es hasta un 50% en cada nuevo embarazo. La
hija afecta tiene la misma probabilidad que la madre para
transmitir la enfermedad. Derecha: Probando (varén) con
madre no afecta, por lo que la delecién se ha generado de
novo. Las probabilidades de recurrencia son inferiores al
1%, salvo en el caso de que exista un mosaicismo germinal,
donde el riesgo de recurrencia estimado en cada nuevo
embarazo es de 1-4%. Elaboracion propia a partir de datos
de GeneReviews, 2019.

e Mecanismo

El origen de las deleciones en el mtDNA es incierto. Sin
embargo, segun su estructura se dividen en dos clases:

- Clase I: Aquellas flanqueadas por repeticiones directas.
Se producen por recombinacibn homdloga o
emparejamiento incorrecto.

- Clase II: No flanqueadas por ningun elemento Unico. El
mecanismo es desconocido.

En el mecanismo de clase | (Figura 3) se debate que al existir
dos regiones homélogas, es decir, con una misma secuencia
corta de nucleétidos, en la cadena de mtDNA (zonas grises
y negras, Figura 3), se pueden producir errores en la
recombinacion. Una rotura en la cadena pesada de mtDNA
puede producir que ésta se desplace y se empareje con la
otra zona homdloga, sintetizdndose una cadena de menor
tamafio con una region delecionada.
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Figura 3. Mecanismo de clase | de emparejamiento
incorrecto en la replicacion del mtDNA. Adaptado de
Oliveira MT, 2020.

Recientemente, se ha identificado un nuevo mecanismo de
generacion de grandes deleciones de mtDNA. En este
estudio® se identificé en una paciente una delecion Gnica en
el mtDNA  de un tamafio de  5.440 pb
(m.8629_14068del5440) presente en un 68% de
heteroplasmia en fibroblastos y un 16% en células
sanguineas. Ademas, se identificO una variante en
heterocigosis ¢.79G>A (p.E27K) en el gen SSBP1 que
ocurrié de novo. La proteina SSBP1 (del inglés “single strand
binding protein 1”) interviene en la replicacion del mtDNA.
Ciertos ensayos funcionales revelaron que el cambio p.E27K
alteraba la capacidad de uniéon de SSBP1 al mtDNA. Por lo
tanto, una delecién Unica de mtDNA con manifestaciones en
el espectro clinico de los sindromes de delecion Unica del
MtDNA puede ser consecuencias del efecto de una variante
en un gen nuclear.

Hasta la fecha se han descrito 157 deleciones segun la base
de variantes humanas en mtDNA MitoMap. Entre ellas existe
una que se encuentra en alrededor de un tercio de los
pacientes con sindromes de delecion Unica, que se conoce
como “delecion comun”. Esta delecion comun consiste en la
eliminacion de 4.977 pares de bases
(m.8470_13447del4977) y es debida a una homologia en la
secuencia de nucleétidos (ACCTCCCTCACCA) entre las
regiones 8470-8482 y 13447-13459 del mtDNA.

SINDROMES DE DELECION UNICA MITOCONDRIAL

Existen tres grandes sindromes clinicos que se asocian
clasicamente con delecion Unica a gran escala del mtDNA:

- Sindrome de Kearns-Sayre (MIM #530000).
- Sindrome de Pearson (MIM #557000).

- Oftalmoplejia crénica progresiva externa (MIM
#157640).

e Sindrome de Kearns Sayre (SKS)

Se presenta antes de los 20 afios con una triada clasica de
sintomas, seguida de la aparicion progresiva de otras
caracteristicas clinicas, dependiendo de la distribucion tisular
de la anomalia molecular?:

- Retinopatia pigmentaria: Deterioro progresivo de la
visién debido a distrofia de conos y bastones. También
se describe como retinopatia en sal y pimienta, debido a
la alteracién caracteristica que se encuentra en el fondo
de ojo (Figura 4).

- Oftalmoplejia externa progresiva, que incluye ptosis.

- Anomalia de la conduccién cardiaca. Es
caracteristico el bloqueo auriculo-ventricular con
bloqueo incompleto de rama derecha.

Figura 4. Retinopatia en patrén de “sal y pimienta”.
Tomado de Hamel, 2006.

La enfermedad progresa lentamente durante décadas
desarrollando nuevos sintomas que van acompafiados de un
empeoramiento lento de los sintomas previos. Otros
sintomas asociados con mayor frecuencia a este trastorno
incluyen?:

- Pérdida auditiva neurosensorial bilateral.
- Afectacion cardiaca (miocardiopatia).

- Afectacién del Sistema nervioso central (ataxia
cerebelosa, disartria, debilidad facial bilateral,
discapacidad intelectual).

- Miopatia del masculo esquelético.

- Trastornos intestinales y endocrinos (retraso puberal,
hipoparatiroidismo, diabetes).

- Insuficiencia renal (Sindrome de Fanconi).

Existe una cierta variabilidad en los signos y sintomas
encontrados en estos pacientes. En este estudio’ con 86
pacientes describieron los sintomas que se observan en la
Tabla 1.

Signo o sintoma FTEEE B3 Porcentaje ‘
Evaluados
Edad de inicio <20 afos 86/86 100%
Retinopatia pigmentaria 86/86 100%
PEO 86/86 100%
Sindrome cerebeloso 53/63 84%
Deblllda_d de las 61/65 94%
extremidades
Hipoacusia 33/34 97%
neurosensorial
Discapacidad intelectual 25/29 86%
Diabetes mellitus 11/86 13%
Convulsiones 2/86 2%

Tabla 1. Descripcion de signos y sintomas encontrados en
pacientes con SKS. Adaptado de: Brain et al, 2014.

En cuanto al diagnostico de laboratorio, el estudio de la
biopsia muscular muestra fibras rojas rasgadas (RRF del
inglés “ragged red fibers”) o fibras azules rasgadas (RBF del
inglés “ragged blue fibers) y fibras citocromo c oxidasa (COX)
negativas en practicamente todos los pacientes. Ademas, el
estudio bioquimico de las enzimas de la cadena respiratoria
mitocondrial en el tejido muscular suele mostrar una
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disminucion de la actividad de los complejos enzimaticos que
la forman y que contienen subunidades codificadas por el
MtDNA (complejos I, Il 'y IV).

En cuanto al tratamiento, no existe una terapia especifica, y
el Unico tratamiento es de apoyo®. En aquellos casos con
bloqueo cardiaco de alto grado, se puede sugerir la
implantacion de un marcapasos permanente/desfibrilador
cardioversor implantable, mejorando el pronéstico. A los
pacientes con pérdida auditiva neurosensorial se les puede
proporcionar audifonos.

El pronéstico depende fundamentalmente del nimero de
organos afectados y de la proporcion de mtDNA delecionado
en cada uno de ellos. En la mayoria de los casos, con una
adecuada atencion médica, la esperanza de vida no se ve
afectada.

e Sindrome de Pearson (SP)

Se presenta en la infancia (algunos casos neonatales) con
dos sintomas caracteristicos?°:

- Anemia sideroblastica. Se pueden observar
sideroblastos en anillo, que pueden detectarse mediante
tincion de Perls en la médula dsea (Figura 5).
Normalmente el paciente es dependiente de
transfusiones hasta su resolucion en la infancia.

- Disfuncién exocrina del pancreas. Se produce un
aumento de la grasa fecal, identificado por tincion Sudan
Il de heces o cuantitativamente determinando su
porcentaje por espectrofotometria.

También pueden aparecer otros sintomas como
trombocitopenia, leucopenia, hepatopatia, fallo renal,
endocrinopatias, etc.

El manejo terapéutico es sintomatico e incluye el tratamiento
de los episodios infecciosos y de los problemas metabdlicos,
transfusion en caso de anemia grave (en ocasiones se asocia
a terapia con eritropoyetina), toma de extractos pancreaticos
y el manejo de los trastornos endocrinos.

(A) Wright's stain
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En cuanto al pronéstico, los pacientes suelen fallecer antes
de alcanzar los tres afios, debido a los riesgos de sepsis, las
crisis con acidosis lactica o el fallo hepatocelular.

Los pacientes que sobreviven a la infancia temprana siguen
una evolucion fenotipica: los signos hematolégicos se
resuelven de forma espontanea, debido a una disminucién
gradual del porcentaje de mtDNA con la delecion a
consecuencia de una continua renovacion de las células
progenitoras hematopoyéticas. Sin embargo, aparecen
secuelas neuroldgicas y algunos pacientes desarrollan
sindrome de Kearns-Sayre debido a un aumento del
porcentaje de mtDNA con delecion Unica en tejidos post-
mitoticos.

e Oftalmoplejia Cronica Progresiva Externa
(CPEO)

Se manifiesta principalmente en los adultos. Es una
enfermedad relativamente leve que afecta Unicamente a
nivel muscular. La CPEO se caracteriza por:

- Ptosis: Debilidad progresiva de los musculos oculares y
del misculo elevador del parpado superior.

- Oftalmoplejia: Paralisis de los musculos extraoculares.

- Debilidad muscular proximal e intolerancia al
ejercicio, en ocasiones.

En ocasiones, algunos pacientes con CPEO desarrollan de
forma progresiva sintomas en otros drganos o sistemas. En
estos casos, la enfermedad se denomina CPEO-plus o SKS
spectrum. La presentacion clinica es menos grave que la
tipica del SKS clasico, pero incluye sintomas multisistémicos
mas alla de los propios de la CPEO.

Un analisis retrospectivo en una cohorte italiana de 253
pacientes con delecion unica de mtDNA mostré que el 6,6%
presentaba SKS cléasico, el 31,6% cumplia los criterios para
el espectro de SKS, el 64,5% tenia CPEO y el 2,6% tenia
sindrome de Pearson.

(B) Perl's stain
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Figura 5. Anomalias sanguineas detectadas en un Sindrome de Pearson. (A) La presencia de vacuolizacién en los
progenitores granulares y eritroblasticos, visibles en el mielograma, que son signos tipicos de este sindrome. (B) La tincion
de Perls revela la presencia de sideroblastos en anillo. Tomado de: Chen et al, 2016.
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Los tres sindromes comparten sintomas entre si, pero
presentan alteraciones caracteristicas que permiten realizar
un diagndstico clinico diferencial entre las tres patologias
(Tabla 2).

SNC Ataxia, Retraso +
psicomotor
Neuropatia +
periférica
Musculo Debilidad muscular +
e intolerancia al
ejercicio
Oftalmoplejia + +
Ptosis
Ojo Retinopatia
pigmentaria
Sangre Anemia +
sideroblastica
Endocrino DM, estatura corta, +
hipoparatiroidismo
Corazén Trastornos -
conduccion cardiaca
Gastrointestinal Disfuncién +
pancréatica exocrina
Oido Hipoacusia +
Rifi6n Sindrome de + +
Fanconi
Laboratorio Acidosis lactica + + +
Fibras rojo-rasgadas + + +

(RRF)

Tabla 2. Diagnéstico diferencial entre los tres sindromes de
delecién mitocondrial. +: Presente en la mayoria de los
pacientes; +: Presente en una parte de los pacientes; Ji:

Signo o sintoma muy caracteristico del sindrome; B: Signo o

sintoma que no aparece de forma caracteristica en el
sindrome. Adaptado de: DiMauro et al, 2003.

CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

En estos sindromes es muy caracteristica la variabilidad
clinica de los pacientes.

Dado que los pacientes con la delecién "comuUn" muestran
diferentes sintomas clinicos, se postula que otros factores
contribuyen a la heterogeneidad fenotipica observada:

- Abundancia relativa de mtDNA delecionado

(heteroplasmia).
- Distribucion tisular de las copias de mtDNA delecionado.

- Vulnerabilidad de los tejidos a la disfuncion del
metabolismo oxidativo (efecto umbral)

Esto es debido al porcentaje de mtDNA delecionado
(heteroplasmia) en cada uno de los tejidos en cada paciente.
Los tejidos que presenten elevada heteroplasmia
presentaran una disfuncion mitocondrial mayor, y por tanto,
unos sintomas mas graves.

Se postula que, desde el blastocisto, los mtDNA con la
delecién pueden ingresar ya sea a las tres capas germinales
para originar SKS, segregarse de forma predominante en el
linaje hematopoyético y en otros tejidos mitéticos para causar
SP, 0 segregarse en el musculo esquelético para causar
CPEO.

En relacidn con la edad de presentacién, se ha encontrado
una correlacion inversa con la heteroplasmia; sin embargo,

no se ha encontrado correlaciéon con el nimero de genes
delecionados ni con el tamafio de la delecién31011,

Por otra parte, no se ha encontrado una clara correlacion
entre la gravedad clinica y el tipo, tamafio o ubicacion de la
delecion.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Se pueden utilizar diferentes técnicas en funcién del objetivo
buscado. En primer lugar, ante una sospecha de un sindrome
de delecion Unica mitocondrial, hay que identificar esta
delecion en una muestra tisular del paciente. Para intentar
correlacionar el grado de moléculas mtDNA delecionadas
con la gravedad de los sintomas, hay que cuantificar la
heteroplasmia de la delecion en el tejido. Ademas, también
se puede caracterizar el tamafio y mapear la delecion en el
mtDNA (identificar los puntos de ruptura — breakpoints -)

e Deteccién de la delecion

Secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing, NGS) o Southern blot de tejido con alta
heteroplasmia de delecion mitocondrial (Figura 6).

— SKS: Leucocitos sanguineos, muestra bucal o células
epiteliales del sedimento de orina. Sin embargo, para
establecer el diagndstico es necesaria una biopsia
muscular si las pruebas en otros tejidos no son
concluyentes.

—  SP: Leucocitos sanguineos.

— CPEO: Musculo esquelético.

e Cuantificacion de heteroplasmia

Densitometria optica de las bandas de mtDNA de la
membrana del Southern blot (Figura 6).

23kb
| — 9,4kb

6,5kb
.

4,3kb

2,3kb
2,0kb

Figura 6. Técnica Southern blot en tejido muscular en un
paciente con sospecha de SKS. M: marcador de peso
molecular. En la muestra sefialada con la flecha se
observan dos bandas, que corresponden al mtDNA de
tamafio normal 16,5 Kb (banda superior) y mtDNA
delecionado (banda inferior). Se observa una intensidad
mayor en la banda inferior con respecto a la superior.
Mediante densitometria Optica de la imagen escaneada, se
puede estimar el porcentaje de heteroplasmia, siendo en
este caso de un 80%. Elaboracion propia.
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e Mapeo de la delecion: en linfocitos en eventos adversos cardiovasculares mayores

y mortalidad por todas las causas (Figura 8), por lo que la

NGS o secuenciacion con cebadores (“primers”) dirigidos
(Figura 7).
s c ARCTACCACCTRACCTCCCT

"CACCATTGGCAGCCTAGCAT

8470 32 7S 8482
region homolo =
13447 8 g2 13459

determinacion de
prometedores

estos marcadores pueden ser
para el prondstico de enfermedades

relacionadas con el envejecimiento.
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Figura 8. Gréfica de Kaplan Meier comparando diferentes eventos clinicos con la heteroplasmia de la delecién comdn mitocondrial y la
longitud telomérica de leucocitos. Izquierda: Se observa un incremento significativo (p = 0,01) de eventos adversos cardiovasculares

mayores (MACES) en pacientes con alta heteroplasmia de la deleciébn comun y/o acortamiento de telomeros. Derecha: Se observa un

incremento significativo (p = 0,02) de mortalidad por todas las causas en las mismas situaciones. Tomado de: Vecoli et al, 2019.
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INTRODUCCION
e Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos presentes en practicamente
todas las células eucariotas. Su funcién principal es generar
energia en forma de Adenosin Trifosfato (ATP) mediante el
sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS), pero también
participan en otros procesos celulares como apoptosis o
sefializacion celular por calcio y especies reactivas de
oxigeno (ROS). Presentan su propio material genético, el
ADN mitocondrial (ADNmt) el cual esta constituido por 37
genes: 2 ARN ribosémicos (ARNr), 22 ARN de transferencia
(ARNt) y 13 subunidades estructurales del sistema
OXPHOS. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
mitocondriales estan codificadas por el nicleo?.

Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo
de ftrastornos genéticos de baja prevalencia (1/5.000-
10.000), derivados generalmente de un defecto en la cadena
respiratoria o el sistema OXPHOS. Pueden ser causadas
tanto por mutaciones en el ADNmt, con herencia materna o
de novo, como por mutaciones en el ADN nuclear (ADNn)
con herencia mendeliana, autosémica dominante, recesiva o
ligada al X, pudiendo existir casos de novo.

e Atrofia 6ptica dominante (DOA)

La atrofia optica dominante es una enfermedad progresiva
caracterizada por pérdida de visién, derivada de la
degeneracion selectiva de las células ganglionares de la
retina (CGR) y sus correspondientes axones que constituyen
el nervio éptico.

En el afio 2000 se identific6 OPA1 como el principal gen
responsable de la enfermedad. Aunque esté localizado en el
ADNN (3g28-g29) se trata de una enfermedad mitocondrial
ya que codifica para una proteina GTPasa relacionada con
la dinamina que se encuentra vinculada a la membrana
mitocondrial interna (MMI). Es por ello que se define como
una enfermedad mitocondrial de origen nuclear frente a la
neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON), la otra forma
mas comun de neuropatia O6ptica, cuya causa son
mutaciones en genes mitocondriales: m.3460G>A (MT-
ND1), m.11778G>A (MT-ND4) y m.14484T>C (MT-ND®6).

CLINICA EN DOA. RASGOS COMUNES

Paul Kjer y Wolfgang Jager fueron los primeros oftalmélogos
en establecer una forma dominante de atrofia éptica aislada,
gue ademas era genética y clinicamente distinta al LHON.

El inicio de los sintomas comienza durante la primera década
de vida, pero el diagnéstico no suele ser hasta practicamente
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la segunda década, debido a la dificultad de apreciar en los
nifios la pérdida de visién por parte de sus padres.

Suele presentarse como pérdida de vision bilateral, pero
puede ocurrir también asimétricamente.

e La perimetria del campo visual muestra un
escotoma bilateral central o centro-caudal.

e El examen del fondo de ojo revela una zona
estereotipica blanca o gris en forma de cufa,
principalmente en la porcion temporal del disco
optico.

e Mediante tomografia de coherencia optica (OCT) se
observa una reduccion del grosor de la capa de
fibras nerviosas de la retina. Esto se relaciona con
la pérdida prominente de CGR en el cuadrante
temporal, especialmente en la zona del haz
papilomacular, correspondiente a los defectos del
campo visual central. Ademas, las imagenes OCT
angiograficas muestran una reduccion del flujo
sanguineo en la region temporal del disco optico.

La alteracion de la percepcion de los colores refleja una
discromatopsia generalizada, que suele ocurrir en el
espectro del azul-amarillo (frente al rojo-verde de los
pacientes LHON). Sin embargo, no se afecta el reflejo pupilar
ni los ritmos circadianos, ya que las células intrinsecamente
fotosensibles que expresan la melanopsina parecen no
afectarse durante el curso de la enfermedad, a pesar de estar
fisicamente proximas a las CGR.

EXPANDIENDO FENOTIPOS Y GENOTIPOS

En relacién a la DOA, en la misma familia las caracteristicas
se pueden presentar con marcadas diferencias tanto en la
gravedad como en el curso de la progresion de la
enfermedad. Ademas, es genéticamente heterogénea, con
un aumento de los loci y genes causantes de la enfermedad
desde la introduccion de la NGS (Next Generation
Sequencing).

Un 70% de los pacientes presenta mutaciones en OPAL,
donde las variantes son establemente heredadas dentro
familia. Sin embargo, la historia familiar a veces no resulta
informativa debido tanto a una expresién subclinica, como a
una penetrancia reducida. Hay descritas pocas variantes de
novo.

También se han asociado otros genes a la enfermedad (tabla
1), que fueron identificados primero como causantes de otros
sindromes y posteriormente se demostrd6 que ademas
podian ser responsables de DOA no sindrémica.
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En relacién a las mutaciones en OPAL, la atrofia 6ptica es el
rasgo comin que define a los individuos afectos, sin
embargo, diferentes variantes del gen se pueden asociar a
distintos fenotipos.

e Fenotipo 1. Atrofia Optica 1 (DOA1) o atrofia
Opticatipo Kjer (#165500)

Es la forma clasica predominante, de herencia autosémica
dominante y caracterizada por la presencia Unicamente de
atrofia Optica.

e Fenotipo 2. Sindrome DOA-plus (#125250)

Un 20% de los pacientes presenta una forma autosémica
dominante de afectacion multisistémica, presentando una
forma sindrémica de la enfermedad, denominada DOA-plus.
Como sintomatologia adicional puede presentar:

- Miopatia.

- Neuropatia periférica.

- Ataxia.

- Encefalopatia.

- Sordera neurosensorial.

-  Oftalmoplejia externa progresiva.

Unicamente se han descrito mutaciones missense, con una
correlacion peculiar genotipo-fenotipo vinculada a la variante
p.(Arg500His), que genera atrofia Optica y sordera
neurosensorial.

Estudios en biopsia de musculo esquelético han demostrado
la presencia de deleciones en el ADNmt en combinacién con
fibras musculares COX-negativas (citocromo ¢ oxidasa).

e Fenotipo 3. Sindrome de Behr (#210000)

Otro fenotipo que se asocia a mutaciones bialélicas de OPA1
es el denominado sindrome de Behr, de forma autosémica
recesiva. Se presenta clinicamente como una enfermedad
sindrémica neuroldgica con:

- Atrofia Optica espastica de comienzo precoz
- Ataxia espinocerebelar

- Neuropatia periférica

- Inmovilidad gastrointestinal

- Discapacidad intelectual

La mayoria de los casos son heterocigotos compuestos con
una variante hipomdrfica junto con otra variante de pérdida
de funcion. Una de las méas estudiadas es la c.1311A>G
(p.lle437Met), que:

- No resulta patogénica como tal, incluso en homocigosis.
- Produce un fenotipo bioquimico y mitocondrial benigno.

- Puede actuar como modificador asociado al sindrome
de Behr, si ocurre en combinaciéon con una variante de
OPA1 en trans con pérdida de funcion.

Aunque si ha sido descrito un paciente con mutacion bialélica
y atrofia éptica aislada, no se han descrito pacientes con
variantes bialélicas de pérdida de funcion, probablemente
porque son embriolégicamente letales y generan abortos.

e Fenotipo 5. Glaucoma con tensiéon normal (#
606657)

Variantes polimérficas especificas de OPA1 se han asociado
a glaucoma con tension normal, pero no con alta tensién.

e Otros fenotipos

También se han descrito de forma ocasional en algunos
pacientes asociaciones raras de mutaciones heterocigotas o
bialélicas de OPA1, con:

- Atrofia Optica y parestesia espastica.
- Sindrome similar a esclerosis mdltiple.
- Parkinsonismo y demencia sindrémicos.

-  Cardiomiopatia sindrémica severa asociada a miopatia
y encefalopatia (Fenotipo 4: sindrome de deplecion
mitocondrial, MTDS14) (# 616896)).

- Sindrome tipo Behr con accidente cerebrovascular
metabdlico

Todo esto resalta la complejidad de los fenotipos ligados a
este gen. La dificultad para demostrar una clara correlacion
genotipo-fenotipo en las enfermedades asociadas a OPAl
esta ademas apoyada por la variabilidad en la gravedad de
la clinica tanto entre familias como dentro de la misma
familia, que portan la misma mutacion.

GENETICA Y FACTORES DE RIESGO EN DOA
e Estructuray expresion de OPA1l

La asociacion de OPA1 con DOA establecid el primer vinculo
entre una enfermedad mitocondrial y un proceso no
directamente relacionado con la cadena respiratoria. De
hecho, los ortélogos en la gemacion (Mgm1) y fisién (Msp1l)
de levaduras estan involucrados en fusién de membrana y
mantenimiento del genoma mitocondrial.

Tanto OPA1, como MGM1 y MSP1 presentan secuencias
conservadas relacionadas con la dinamina (figura 1a),
formadas por un dominio GTPasa, un dominio central middle
stalk y un dominio efector GTPasa (GED) coiled coil, ademas
de una secuencia diana mitocondrial (MTS) en la regién N-
terminal encargada de la importacion proteica a este
organulo.

El gen OPAL1 presenta una expresion ubicua, hallandose en
todas las células nucleadas del organismo. Presenta 30
exones codificantes junto con uno no codificante, de los
cuales el 4, 4b y 5b sufren splicing alternativo para generar 8
transcritos que se traducen en 8 isoformas de proteina (figura
1b). Recientemente se han descrito otros dos transcritos (9 y
10) que contienen un exén extra no codificante. Esto genera
un codén de inicio alternativo dentro del exén 3,
traduciéndose en proteinas con una region N-terminal mas
corta, carente de MTS, lo que impide su importacién a la
mitocondria.
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Figura 1. A) Dominios del gen OPAL. Presenta tres secuencias altamente conservadas relacionadas con la dinamina: un
dominio GTPasa, un dominio central (middle stalk) y un dominio efector GTPasa (GED). Ademas, hay una secuencia diana
mitocondrial (MTS) en la region N-terminal que se encarga de la importacién proteica a este organulo. Tomado de: del Dotto V.
et al, 2018. B) Estructura de OPA1, presentando 30 exones codificantes (cajas negras) junto con uno no codificante (caja
blanca). Los exones 4, 4b y 5b son los que sufren splicing alternativo para generar las 8 isoformas de la proteina. Tomado de:
Almind, G.J. et al. 2011.

Las funciones de OPAl son reguladas por -cortes
proteoliticos post-traduccionales, con lo que se generan
diversas isoformas de distintos tamafios y funciones.

Asi, una vez que las proteinas son importadas a la
mitocondria, una peptidasa elimina los primeros 80
aminoacidos, que corresponden al MTS. Se genera la
isoforma larga (I-OPA1) que presenta el dominio N-terminal
hidrofébico transmembrana expuesto, quedando la I-OPA1
anclada a la MMI.

Por otra parte, los exones 5 y 5b codifican para otros dos
puntos de corte: S1y S2 respectivamente, que se encuentran
en una region posterior a la zona de anclaje transmembrana.
El corte inducible por la peptidasa OMAl1 (en S1) o
constitutivo por la proteasa YMELL (en S2) generan las
formas cortas solubles (s-OPA1) localizadas en el espacio
intermembranay el lumen de las crestas, debido a la pérdida
del anclaje transmembrana.

Ademas, las proteasas SPG7 y AG3L2 regulan a YMELL y
OMAL. Esto explica por qué mutaciones dominantes en
estas dos proteinas reguladoras generan redes
mitocondriales fragmentadas y puedan derivar en el mismo
fenotipo que mutaciones en OPAL.

e Funciones de OPA1 como una “navaja suiza”

OPAl presenta dos funciones primarias intra e
intermitocondriales, fundamentales para el mantenimiento de
otras funciones secundarias esenciales en la mitocondria.
Asi Lenaers et al describen a OPA1 como una “navaja suiza”
mitocondrial (figura 2).

1. Funciones primarias. Al ser una GTPasa relacionada
con la dinamina OPAl forma  estructuras
homopoliméricas altamente complejas. Resulta en la
formacion de andamios cilindricos que envuelven la
MMIL.

- Remodelacion de la estructura de las crestas.
- Fusion de la MMI entre dos mitocondrias.
encuentran

2. Funciones secundarias,

relacionadas:

que se

- Regulacion del ensamblaje de los supercomplejos
respiratorios y de la eficiencia respiratoria. La
alteracion estructural de las crestas afecta
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directamente a la produccion energética en la
mitocondria, ya que es donde se localizan tanto los
componentes de la cadena respiratoria como la ATP
sintasa.

- Regulacion de la captacion del calcio mitocondrial.

- Mantenimiento del citocromo c y control de la
apoptosis.

- Mantenimiento del ADNmt, realizando OPAl un
papel de manera directa e indirecta.

Para la correcta funcionalidad de OPA1 son esenciales todas
las isoformas, siendo también muy importantes los procesos
de generacion y equilibrio de las mismas.

e Funciones alternativas extra-mitocondriales de
OPA1l

Durante unos afios se planteo la posibilidad de la localizacion
de OPAL1 en las gotas lipidicas y de su funcién como una
proteina de anclaje de la A-quinasa que controlaria la
lipolisis. Pero esta teoria resultd controvertida y cuestionada
por lo que se acab6 descartando.

Sin embargo, ya que recientemente se han descrito dos
nuevos transcritos de OPAL (isoformas 9y 10), que no tienen
la secuencia diana mitocondrial, se plantea la posibilidad de
que podrian jugar también un papel en este mecanismo
lipidico (figura 2).

e Mutaciones en OPA1

El primer locus identificado para DOA fue en el cromosoma
3028-g29 por analisis de ligamiento (1994-1998). Mas tarde,
ya en el afio 2000, por clonacién posicional, se identifico el
gen causante de la enfermedad: OPA1 (optic atrophy 1),
ortélogo humano del gen de fisién en levaduras Mspl, que
codifica para una GTPasa relacionada con la dinamina.

OPAl es el gen mas mutado en la DOA, siendo el
responsable del 70% de los casos. De las variantes que se
describen como patogénicas, aunque estan ampliamente
repartidas por toda la secuencia, son muy pocas aquellas
variantes relacionadas con los exones que sufren splicing
alternativo. En cuanto al tipo de mutacion:

- 28% son missense. La mayoria se agrupan en el
dominio GTPasa, que juega un papel fundamental en la
homeostasis de la mitocondria. Est4 descrito que
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Figura 2. Representacion de las funciones mitocondriales y extramitocondriales de la proteina OPAL. Es
responsable de la fusién de la membrana mitocondrial interna y con ello del mantenimiento del ADN mitocondrial.
Ademaés, participa en la organizacion de las crestas mitocondriales, manteniendo las uniones, y en el control de la

apoptosis, compartimentando el citocromo c. También es esencial para el correcto ensamblaje de los
supercomplejos respiratorios (RCS) y de la ATP sintasa (complejo V), y se encuentra vinculada a la homeostasis
del calcio en las membranas del reticulo endoplasmatico (ER) asociadas a la mitocondria. Debido al reciente
descubrimiento de un nuevo transcrito del gen OPAL que no contiene la regién MTS para la importacién a la
mitocondria, se ha planteado la posibilidad de que OPAL intervenga en la fisiologia del adipocito mediante su
accion en la superficie de las gotas lipidicas como proteina de anclaje de la A-quinasa (AKAP). Tomado de: del
Dotto V. et al, 2018.

mutaciones missense localizadas en esta regién
aumentan potencialmente el riesgo de padecer la forma
DOA-plus, por un efecto dominante negativo. Se sugiere
gque este mecanismo patolégico resulta en la
inactivacion parcial de los homopolimeros de OPA1.

- 24% generan un splicing aberrante.

- 22% son frameshift. Con desplazamiento del marco de
lectura tanto por insercion como por delecion de
nucleétidos.

- 15% corresponden a mutaciones nonsense, generando
un coddn de terminacion prematuro.

- 7% son estructurales.

La mayoria de las variantes causantes de enfermedad llevan
a una parada prematura de la traduccion, y, por tanto, es
probable que generen alelos nulos.

La haploinsuficiencia en OPA1l parece ser el mecanismo
subyacente a la DOA, salvo en mutaciones missense
localizadas en el dominio GTPasa mas propensas a producir
enfermedad sindrémica probablemente por un efecto
dominante negativo?.

e Relacién genotipo-fenotipo

Se denomina penetrancia a la probabilidad de que un
genotipo especifico exprese el fenotipo asociado. Los
primeros estudios de mutaciones en el gen OPA1 mostraban
alta penetrancia. Sin embargo, al estudiarse series mas
largas de pacientes y familias se demostré que podia variar
considerablemente su penetrancia, desde un 43 a un 88%.
Esto es debido a la variabilidad clinica, entre familias y dentro
de las propias familias, con algunos portadores del gen

afectados subclinicamente. Esto obstaculiza la correcta
correlacion genotipo y fenotipo.

Lo que implica que probablemente adn hay sin definir
factores genéticos, epigenéticos y ambientales que puedan
modular la expresién fenotipica en DOA. Un ejemplo seria en
LHON, donde se ha demostrado que el tabaco es un factor
de riesgo en la pérdida de visién, sin embargo en la DOA no
se han podido realizar suficientes estudios que demuestren
su influencia en la progresion de la enfermedad.

No obstante, como se ha descrito anteriormente si que se
han asociado:

- Algunas mutaciones missense a formas multisistémicas
mas graves (DOA-plus), por un efecto dominante
negativo en la proteina. El mayor impacto de la mutacion
en la funcién de OPAl se puede vincular con un
aumento de la pérdida de las CGR, y también se
relaciona con tasas mas rapidas de deterioro visual en
DOA-plus frente a DOAL.

- Ademas, las mutaciones bialélicas se presentan como
enfermedad grave sindrémica, como el denominado
sindrome de Behr o el sindrome tipo Behr.

e Genesy loci adicionales en DOA

De modo general, esta descrito que mutaciones en OPA1 por
defecto causan DOA no sindromica, y que las formas
sindromicas son debidas a aquellas mutaciones dominantes
negativas o bialélicas. Viceversa, la mayoria de los otros
genes asociados a DOA se identificaron primero como
causantes de enfermedades sindromicas (mayoritariamente
incluyendo la atrofia 6ptica) y posteriormente se asociaron
con atrofia ¢ptica aislada (tabla 1). Estos genes en general
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codifican proteinas ligadas a funciones relacionadas con la
dindmica mitocondrial.

1. WFS1 (Wolfram Syndrome 1)

La glicoproteina Wolframina es abundante en las
membranas del reticulo endoplasmatico (RE) asociadas a
mitocondrias, y juega un papel importante en la homeostasis
del calcio intracelular. Las mutaciones en WFS1 pueden
originar:

- Sindrome de Wolfram: Desorden neurodegenerativo
primario que causa atrofia O6ptica y diabetes.
Frecuentemente también lleva a pérdida de audicion,
alteraciones renales y enfermedad mental.

- Se han descrito varias familias con:
- DOA vy sordera neurosensorial.

- Un sindrome tipo Wolfram con expresion
variable de la intolerancia a glucosa.

- Sordera de hereditaria dominante.
- Atrofia Optica aislada recesiva.
2. OPA3

Cuya proteina se localiza en la MMI, con un papel en la
organizacion y forma de la mitocondria, aunque la funcién
exacta se desconoce. Mutaciones en este gen se relacionan
con:

- Sindrome Costeff (aciduria 3-metilglutaconica tipo 1)
que causa atrofia éptica, espasticidad y desérdenes
del movimiento.

- DOAYy cataratas. Asociadas a mutaciones missense
monoalélicas heterocigotas.

- Otras mutaciones dominantes en la que la atrofia
Optica aparece asociada con otras manifestaciones
extraoculares: sordera, neuropatia periférica, ataxia
y arreflexia.

- Atrofia Optica aislada.

Aunque se han identificado para DOA otros loci de OPA
(OPA 4, OPA 5, OPA 8) mediante analisis de ligamiento, la
confirmacioén de los genes subyacentes aln es desconocida.

3. AFG3L2 (AFG3 (ATPase Family Gene 3) Like Matrix
AAA Peptidase Subunit 2)

Codifica para una proteasa esencial en el control de calidad
de las proteinas mitocondriales. Se encarga de regular a
YME1L y OMA1. Mutaciones halladas en este gen se han
asociado a:

- Ataxia espinocerebelar tipo 28 (SCA28).
- Ataxia espéstica tipo 5.

- DOA asociada a discapacidad intelectual con
mutaciones missense (c.1402C>T / p.(Arg468Cys)).

- Atrofia optica aislada.

- DOA asociada a sintomas neurolégicos variables,
con variantes dominantes y bialélicas.

Todas las variantes missense se agrupan en el dominio
ATPasa de la proteina, que nunca antes se habia encontrado
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mutado en pacientes con SCA28. Resulta destacable que en
los casos DOA relacionados con AFGL32 no hay ataxia 'y que
pacientes SCA28 no presentan atrofia 6ptica. Se concluye
gue mutaciones en distintos dominios de esta proteina son
responsables de dos enfermedades neuroldgicas sin
solapamiento clinico.

4. SPG7 (Spastic Paraplegia Gen 7)

Es el ortdlogo de AFG3L2, también encargado del control de
calidad de las proteinas mitocondriales, regulando a YME1L
y OMAL. Las mutaciones en el gen pueden causar:

- Paraplejia espéstica hereditaria tipo 7 (HSP7), donde
también hay rasgos de atrofia optica.

- DOA sin paraplejia.
5. DNMLIL (Dynamin 1 Like)

La proteina tipo dinamina 1 o también denominada proteina
relacionada con la dinamina 1 (DRP1), al igual que OPAL, es
una GTPasa asociada con la mitocondria. Pero a diferencia
de ésta, se encuentra localizada en el citoplasma y
posteriormente es reclutada a la membrana mitocondrial
externa (MME) como un complejo oligomérico, para ejecutar
la constriccién y escisién durante la fision mitocondrial.

Las mutaciones descritas causan:
- Encefalopatia infantil y encefalopatia epiléptica.

- DOA moderado asociado a mutaciones missense
Unicas heterocigotas.

6. MFN2 (Mitofusin 2)

Cadifica para la proteina Mitofusina-2, que se encuentra
anclada a la MME y promueve su fusién. Variantes en MFN2
se asocian a:

- Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 2A
(CMT2A), donde un 12% presenta atrofia Optica.
Ademas, un porcentaje considerable recupera la
visién (frente a otras formas de DOA), hecho que
recuerda al curso de pérdida visual y posterior
recuperacion de los casos de LHON.

- Neuropatia motora y sensorial Hereditaria tipo VI
(HMSN VI), con CMT axonal y atrofia dptica.

7. NR2F1 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F
Member 1)

Receptor nuclear huérfano involucrado en la regulacion de la
transcripcion.

Hay descritas tanto mutaciones missense localizadas en el
dominio de unién al DNA, como deleciones del gen completo.
La mayoria ocurren de novo.

Causan el sindrome de atrofia 6ptica de Bosch-Boonstra-
Schaaf, que se trata de una condicion rara con:

- Pérdida de visibn asociada a atrofia Optica,
hipoplasia del nervio optico o deterioro de la vision
cortical.

- Retraso en el desarrollo.

- Discapacidad intelectual.
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- Otras: hipotonia, disfuncion oromotora, desorden del
espectro autista y cambios morfolégicos en
estructuras del cerebro, como el adelgazamiento del
cuerpo calloso.

8. SSBP1 (Single Stranded DNA Binding Protein 1)

Proteina de union al ADN monocatenario, requerida para la
replicacion del ADNmt.

Todas las mutaciones identificadas son sustituciones
missense que se localizan en el dominio de unién al ADN, lo
cual altera la replicacion, generando deplecion del ADNmt.

- DOA asociada a retinopatia.
- DOA junto con retinopatia, nefropatia y sordera.

- Distrofia retinal, sordera, cardiomiopatia, nefropatia
y ataxia.

9. ACO2 (Aconitase 2)

Aconitasa mitocondrial que participa en los primeros pasos
del ciclo de Krebs, catalizando la isomerizacién de citrato a
isocitrato. Se ha descrito recientemente una mutacion
dominante que causa DOA, siendo el tercer gen mas
frecuentemente mutado en pacientes con esta patologia.

- Funciones de los genes adicionales involucrados en
DOA

Un rasgo comun de los nuevos genes que han ido
emergiendo como causantes de DOA, es que son efectores
de la dinamica mitocondrial, a excepcion de SSBP1
(involucrado en la replicacion del ADNmt) y NR2F1
(regulador de la transcripcion en el desarrollo cerebral).

1. Genes involucrados en la regulacion de la fusion
mitocondrial.

- MEN2: actila en MME en consonancia con OPAL.

- AFG3L2y SPGY7: encargados el proceso de control
de calidad de las proteinas mitocondriales. Como se
ha descrito anteriormente regulan el corte de OPA1
a través del procesamiento por OMA1 e YMELL.

2. Genes involucrados en la regulacion de la fisién
mitocondrial.

-  OPAS3: probablemente actuando en MMI, aunque su
funcién exacta es aun desconocida.
- DNMIL (DRP1): situada en la MME.

FISIOPATOLOGIA EN DOA

e ;Cuales son las consecuencias celulares en las
CGR?

La fragmentacion mitocondrial tiene implicaciones en el
control de calidad mitocondrial y consecuentemente en el
contenido mitocondrial a lo largo de los axones de las CGR.

- Se bloquea el intercambio dindmico, tanto de iones
como de metabolitos y nucledtidos.

- Se produce interrupcién en el potencial de membrana
mitocondrial, lo que supone una sefial para la
degradacion mitofagica de las mitocondrias dafiadas.

e ;Por qué degeneran las CGR y el nervio éptico
en DOA?

Las CGR son neuronas, con tres regiones diferenciadas:
- El soma, ubicado en la capa mas interna de la retina.

- Las dendritas, que establecen una compleja red de
conexiones en la capa plexiforme interna, contactando
con las células bipolares y las amacrinas.

- Los axones, que recorren toda la superficie interna de la
retina para converger en el disco 6ptico, atravesando la
lamina cribosa (LC) y penetrando en el nervio optico. A
continuacion, siguen su ruta a través del quiasma 6ptico,
recorren los tractos opticos, y finalmente establecen sus
sinapsis en el ndcleo geniculado lateral.

Fisiol6gicamente, para evitar la dispersion de la luz y permitir
un rendimiento visual 6ptimo, los axones de las CGR no
estan mielinizados en el ojo, por lo que se requieren enormes
cantidades de energia para restaurar los gradientes de K*y
Na* después de cada potencial de accién. Una vez que
pasan la LC, los axones de las CGR se mielinizan y los
potenciales de accion se mantienen en un mecanismo de
ahorro de energia basado en una propagacion saltatoria.

Ademas, los axones de las CGR son bastante largos, entre
5y 8 cm en humanos, representando mas del 99% del
volumen total de las mismas. Independientemente del
estimulo visual, descargan unos 15 potenciales de accién por
segundo, lo que obliga a unas necesidades energéticas
elevadas que repercute en las mitocondrias.

Se han llevado a cabo diversos estudios en CGR de ratones,
para conocer tanto la distribucién como la forma de las
mitocondrias en esta region.

Utilizando anticuerpos marcados con fluorocromos se
observa una distribucion desigual de las mitocondrias (figura
3), donde la transicién de la abundancia mitocondrial ocurre
en la LC, correlacionando con el estado de mielinizacion.

- Concentracion mitocondrial densa en las regiones
desmielinizadas del axén, que ademas en ocasiones
forman varicosidades que acumulan mitocondrias.

- Distribucién mas difusa en las partes mielinizadas.

Otros  estudios utilizando  microscopia  electrénica

demuestran la presencia de (figura 4):

- Mitocondrias redondeadas con un contenido de la matriz
mas claro en las regiones desmielinizadas del axén.

- Mitocondrias alargadas con un contenido de la matriz
mas oscuro en las regiones mielinizadas.

Ademas, en la region de la LC, donde coexisten axones con
y sin mielina, se observa que segun el estado de
mielinizacién del axén donde se encuentran las mitocondrias,
éstas presentan diferentes dinamicas:

- Lasredondeadas se van asociando para llevar a cabo la
fusion.

- Las oscuras de forma alargada son propensas a la
division (fision).

167



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

GEN LOCUS FUNCION OMIM HERENCIA FENOTIPO
AR Sindrome de Behr
OPA1 3028-929 Fusién mitocondrial 605290 AD DOA
AD DOA-plus
Forma mitocondrial AR Sindrome de Costeff
OPA3 19g13.2-q13.3 o 606580
Control apoptético AD DOA y cataratas
AD Ataxia espinocerebelar tipo 28
(SCA28)
Control de calidad
AFG3L2 18p1l.21 mitocondrial 604581 AR Ataxia espastica tipo 5
AD DOA
AR/AD Paraplejia espastica hereditaria tipo 7
Control de calidad (HSP7)
SPG7 16924.3 . . 602783
mitocondrial
AD DOA
Encefalopatia infantil
AD/AR
L . Encefalopatia epiléptica
DNM1L 12p11.21 Fisiobn mitocondrial 603850
AD DOA
Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth
ADIAR tipo 2A (CMT2A)
MFEN2 1p36.22 Fusion mitocondrial 608507
AD Neuropatia motora y sensorial
Hereditaria tipo VI (HMSN VI)
NR2F1 5q15 Regulacpn .d,e la 132890 AD Sindrome de atrofia 6ptica de Bosch-
transcripcion Boonstra-Schaaf
Interacciones RE- AR Sindrome de Wolfram
WFS1 4p16.1 mitocondria y 606201
homeostasis del
calcio intracelular AD DOA y sordera
AD DOA y retinopatia
SSBP1 7034 Repl.lcauon ADN 600439 AD DOA, retinopatia, nefropatia y
mitocondrial sordera
AR Distrofia retinal, sordera,

cardiomiopatia, nefropatia y ataxia

Tabla 1. Descripcion de OPAL y otros genes causantes de atrofia optica dominante. AD: autosémico dominante; AR:
autosomico recesivo; RE: Reticulo endoplasmatico. Adaptado de: Lenaers G. et al, 2020.
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Figura 3. Estudios con microscopia de fluorescencia usando anticuerpos marcados (verde: mitocondrias; rojo: nervio
Optico, siendo MBP-mielina y NF200-axones; azul: nucleo) que muestran distribucion desigual de las mitocondrias a lo
largo del axon de las células ganglionares de la retina. A: Seccion de la retina donde emerge el nervio éptico con
abundancia mitocondrial (verde). B: Gran concentracion mitocondrial en el segmento desmielinizado, y que se va
reduciendo conforme aparece la mielina (rojo). C, C’ y D, D’: El contenido mitocondrial permanece bajo desde el
quiasma a tractos oOpticos, frente al tejido de alrededor. E y E’: nicleo geniculado lateral donde se producen las
sinapsis. Tomado de: Lenaers G. et al, 2020.

Figura 4. Microscopia electrénica del nervio éptico de ratones mostrando cambios en la densidad y morfologia mitocondriales
en relacion al grado de mielinizacion. 1zquierda: Mitocondrias redondeadas con un contenido matricial mas claro en las
regiones desmielinizadas. Derecha: Mitocondrias mas alargadas con un contenido de la matriz oscuro en las regiones
mielinizadas. Centro: en la lamina cribosa, donde coexisten axones con y sin mielina, las mitocondrias evolucionan de

redondeadas (circulo verde) a alargadas (circulo rojo). Adaptado de: Lenaers G. et al, 2020.
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Estas observaciones enfatizan las grandes modificaciones
en la dindmica de la membrana que ocurren durante el
transporte axonal en esta region de transicion, que involucra
modificaciones tanto intra como intermitocondriales.
Destacando asi las funciones basicas de OPAL.

Sin embargo, como se ha comentado, los estudios se han
realizado en ratones, por tanto, se deberia confirmar si estas
particularidades se conservan en humanos, ya que la LC de
los ratones presenta distinta organizacion y estructura.

e /Por qué las CGR que forman el haz papilo-
macular degeneran en la DOA?

La pérdida de campo visual y las imagenes OCT de la capa
de fibras nerviosas de la retina en pacientes con DOA
muestran que la pérdida de CGR no es uniforme.
Preferiblemente afecta a las células ganglionares pequefias
parvocelulares del centro de la retina.

Lenaers et al proponen tres hipétesis, que aunque ninguna
ha sido comprobada experimentalmente hoy en dia, debido
a la falta de modelos animales relevantes que reproduzcan
el escotoma central, cada una de ellas por si sola, o sus
combinaciones podrian contribuir al patron altamente
especifico de degeneracion de las CGR en la zona central de
la retina.

- El combustible: es muy importante en la region macular,

donde la red vascular de la retina interna se va viendo
restringida conforme converge hacia la fovea.
La angiografia mediante OCT en pacientes DOA revela
una alteraciéon de la red vascular en el haz papilo-
macular de la retina. Esto puede interferir con la
disponibilidad de carbohidratos y oxigeno para alimentar
las mitocondrias de las CGR, que por otro lado ya tienen
comprometida su eficiencia para producir ATP debido a
la mutacion en OPAL.

- La permanente exposicion de la retina central al estrés

oxidativo generado por la luz que se propaga a través
del ojo. Estd demostrado que las longitudes de onda
cortas (400-480nm) causan un estrés caracteristico en
las CGR, poniendo en peligro tanto la eficiencia como la
supervivencia mitocondrial.
Asi, la combinacion de los defectos mitocondriales
relacionados con mutaciones en OPA1 (que asocian una
menor produccion de energia a un aumento de los
niveles de especies reactivas de oxigeno), junto con los
dafios inducidos por la exposicion a la luz, podrian
contribuir a una mayor degeneracién de las CG de en la
retina central.

- Las CGR que preferentemente se degeneran tanto en
DOA como en LHON son las pequefias parvocelulares,
que presentan un diametro axonal inferior a 1um. Estas
transducen la informacién visual a una tasa inferior que
la magnocelulares. Las células magnocelulares son
aquellas situadas en la periferia y con un didmetro
axonal mayor.

Esto podria correlacionar con un menor requerimiento
energético en las células parvocelulares. Sin embargo,
el diametro tan pequefio hace que se afecte el transporte
mitocondrial, ya que no pueden alojar mas de una
mitocondria por seccion transversal. Imponiéndose asi
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restricciones especificas en la forma de la red
mitocondrial durante el transporte axonal.

CASO CLINICO

Se trata de un varén de 6 afios que acude al servicio de
oftalmologia pediatrica por vision borrosa. Durante su
seguimiento se observa pérdida de vision, palidez de nervios
oOpticos y posible disminucién de la capa de fibras nerviosas
papilares y perimaculares. Estudios adicionales muestran
pérdida de campo visual (escotomas) sin discromatopsia. Se
diagnostica como neuropatia optica bilateral a filiar, para lo
que se solicita estudio genético.

Se realiza un panel virtual de 53 genes asociados atrofia
Optica mediante secuenciacion de exoma completo, y se
halla la presencia de una variante en OPA1: NM_130837.2:
€.2013G>A; p.(Trp671*). Esta variante conduce a priori a la
aparicion de un codon de parada prematuro en el exén 22,
gue predice la sintesis de una proteina truncada. Ademas se
localiza en la posicion +1 del exén 22, en la region de unién
exon-intron por lo que podria alterar el proceso de splicing.

Sin mas patologia que la ocular, se diagnostica de DOAL o
tipo Kjer. Ademas, se solicita la segregacion de la variante
en progenitores, para establecer el modo de herencia o
posible aparicién de novo, de la variante con el fin realizar un
adecuado consejo genético.

El estudio de segregacién en progenitores mediante
secuenciacion directa Sanger (figura 5), sugiere una posible
penetrancia incompleta, dado que la variante estaba
presente en el padre (46 afos) sin antecedentes de patologia
ocular. Ademas, el probando tiene una hermana menor que
no fue incluida en el estudio la cudl tampoco presentaba
hasta la fecha sintomatologia ocular.
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Figura 5. Estudio de segregacion familiar en los progenitores del probando con la variante en OPA1 (NM_130837.2):
€.2013G>A; p(Trp671*) mediante secuenciacion directa Sanger. Se confirma la variante hallada durante el estudio del
exoma en el probando y ademas se tipifica el origen paterno de la misma. El padre no tenia antecedentes de clinica
ocular hasta la fecha. La hermana menor del probando no fue incluida en el estudio y no presenta por el momento
patologia ocular. Elaboracion propia.
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BLOQUE IV

SESIONES DE HEMATOLOGIA
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INTRODUCCION

Las células sanguineas se originan en la médula 6sea.
Provienen de una célula progenitora comin que se denomina
célula madre hematopoyética o stem cell, cuya diferenciacion
dard lugar a los precursores de las tres series
hematopoyéticas que circulan en sangre periférica: eritroide,
granulopoyética y megacariocitica. Las células madre
germinales  pluripotenciales  tienen  capacidad de
autorrenovacioén, proliferacion y diferenciacion (Figura 1).

Las células hematopoyéticas pasan a la circulacién y es en
el arbol vascular o los tejidos donde completan su
maduracion. El mantenimiento de las cifras normales de
elementos sanguineos requiere un balance equilibrado entre
su proliferacion, diferenciacion y destruccion.

Todos los elementos de la serie granulocitica muestran
actividad mieloperoxidasica, que se pone de manifiesto
mediante la reaccion citoquimica de las mieloperoxidasas.
Las etapas de diferenciacion de la serie granulocitica son las
siguientes:

i Evolucion directa
» Etapas intermedias no presentadas
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- Mieloblasto. Es el elemento mas inmaduro y no suele
verse en sangre periférica de individuos sanos.

- Promielocito. Tampoco suele observarse en la sangre
periférica de individuos sanos. Suele presentar un
ndcleo excéntrico y la cromatina es laxa, con nucleolo
visible.

- Mielocito. Su nucleo es redondo, usualmente excéntrico
y con cromatina condensada.

- Metamielocito. Similar al mielocito, pero con perfil
indentado.

- Neutrdfilos no segmentados o en cayado o bandas. Su
ndcleo aun no ha alcanzado la segmentacion.

En cuanto a las etapas de diferenciacion de la serie
monocitica encontramos:

- Monoblasto. Presenta nucleo de perfil redondeado de
cromatina laxa e inmadura.

- Promonocito. Tiene un nucleo de perfil mas redondeado
gue los monocitos, o ligeramente indentado. Puede
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Figura 1. Hematopoyesis. Tomado de: Rodak B, Hematologia: fundamentos y aplicaciones clinicas, 2004.
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mostrar uno o varios nucleolos. El citoplasma es
ligeramente mas basdfilo.

e Leucocitos

Los leucocitos proceden, como ya hemos mencionado, de
las células madre pluripotenciales que, por efecto de
determinadas citocinas o factores estimuladores y tras
sucesivas divisiones y maduracion de los precursores
granulociticos en la médula 6sea, dan lugar a los elementos
maduros que se hallan en sangre periférica. Los leucocitos
se dividen en granulocitos o polimorfonucleares y células
mononucleadas (Figura 2).

- Granulocitos maduros o polimorfonucleares.
Presentan los siguientes marcadores granulociticos:
CD13, CD33, CD15, CD65, MPO.

1. Neutrofilos segmentados y no segmentados. Los
neutréfilos representan el 54-62% de los leucocitos de
sangre periférica. Después pasan de los capilares a los
tejidos, donde su funcidn principal es la fagocitosis. Su
nucleo se halla dividido en de 2 a 5 segmentos o l6bulos
unidos por un fino filamento de material nuclear. El
citoplasma es de color rosa palido y contiene granulos
gue se denominan neutrofilicos por su color violaceo,
debido a que captan los componentes tanto acidos
como bésicos de la tincion.

- Neutréfilos  segmentados. Hablamos  de
neutrofilos segmentados cuando presentan
apéndices nucleares en palillo de tambor
(corpuisculo de Barr), que corresponden a los
cromosomas sexuales femeninos y estan situados
en uno de los extremos del nucleo.

- Neutrdfilos no segmentados. También
denominados neutrdéfilos en cayado o bandas y
reciben este nombre cuando su ndcleo no esti
segmentado. Suelen considerarse valores
normales de granulocitos neutréfilos en cayado o
bandas cuando corresponden a un 0-6% de los
leucocitos totales de sangre periférica. El aumento
de estas formas mas jovenes de neutrofilos en
sangre periférica se denomina desviacion a la
izquierda y generalmente se asocia a procesos
inflamatorios o infecciones agudas.

2. Eosindéfilos. Constituyen un 1-3% de los leucocitos de
sangre. Los eosindfilos fagocitan microorganismos,
desempefian un papel relevante en la defensa contra
algunos parasitos y también estan implicados en las
reacciones alérgicas. Su nlcleo suele mostrar un
menor grado de segmentacion y acostumbra a ser
bilobulado.

3. Basdfilos. Circulan en sangre periférica en pequefio
namero (0-1%) y después migran a los tejidos. Estan
implicados en respuestas inflamatorias y alérgicas. Su
nucleo presenta de 0 a 4 I6bulos y su caracteristica mas
notable es que contienen una granulacion baséfila que
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se tifie de color purpura intenso porque captan los
componentes basicos de la tincion. La basofilia se
asocia muy a menudo con la existencia de una
neoplasia mieloproliferativa en especial la leucemia
mieloide crénica.

- Células mononucleadas. Presentan los siguientes
marcadores monociticos: CD14, CD4, CD11b, CD64,
CD36, lisozima.

1. Linfocitos. Son los leucocitos mas numerosos en
sangre periférica después de los neutrodfilos,
constituyendo un 25-33% de los leucocitos totales.
Circulan en sangre periférica y, posteriormente, se
dirigen a los 6rganos linfoides secundarios (ganglios
linfaticos, bazo, amigdalas y otros tejidos linfoides
asociados a piel y mucosas). Su nucleo es redondeado
y el citoplasma es ligeramente basoéfilo, en ocasiones
con granulacion azurdfila, que contiene enzimas
lisosdmicas. Los linfocitos se dividen en diferentes tipos
funcionales, principalmente T, B y natural killer (NK).

2. Monocitos. Representan un 3-10% de los leucocitos
totales de sangre periférica y presentan un nucleo con
forma arrifionada y el citoplasma amplio de color azul-
grisaceo con granulaciéon azurdéfila. Los monocitos
realizan su funcién principalmente en el &mbito de los
tejidos, donde se diferencian a macréfagos y defienden
al organismo de infecciones bacterianas o fungicas y
también fagocitan restos celulares. Los monocitos
expresan débilmente el antigeno CD14, asi como otros
antigenos mieloides como CD13 y CD33.
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de los leucocitos.
Adaptado de: Rodak B, Atlas de Hematologia Clinica, 2014.

LA IMPORTANCIA DEL HEMOGRAMA

La férmula leucocitaria se define como el recuento porcentual
de las diferentes subpoblaciones leucocitarias. El
hemograma incluye la férmula leucocitaria y la determinaciéon
de otras magnitudes celulares sanguineas, como el recuento
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de leucocitos, hematies y plaquetas, la concentracion de
hemoglobina, hematocrito y volumen medio de los hematies,
entre otras. La determinacion de los parametros
hematoldgicos basicos mediante contadores hematol6gicos
especializados, junto al examen morfolégico de los
elementos sanguineos en sangre periférica, son de gran
utilidad para la deteccién de alteraciones cuantitativas y
cualitativas de estas células sanguineas, lo que contribuye al
diagnostico de enfermedades hematologicas y no
hematoldgicas (Tabla 1).

Varones Mujeres
Hematies (x10'%/L) 4,32-5,66 3,88-4,99
Leucocitos (x10%L) 3,7-9,5 3,9-11,1
Plaquetas (x10%/L) 143-332 169-358

Tabla 2. Valores normales de los recuentos de células
sanguineas en adultos. Elaboracién propia.

Se considera leucocitosis cuando la cifra de leucocitos es
superior a 20x10%L. Las causas pueden ser:

- Reaccion leucemoide: derivada de infecciones graves,
neoplasias o anemias hemoliticas. La leucocitosis se
acompafia de un aumento en los neutréfilos y desviacion
a la izquierda o mielemia. No se observan
translocaciones.

- Sindromes mieloproliferativos crénicos: como leucemia
mieloide crénica (LMC).

- Leucemias agudas: la leucocitosis suele acompafiarse
de plaquetopenia y/o anemia.

El hallazgo de leucopenia o disminucién de leucocitos,
cuando es secundaria a una insuficiencia medular grave o
aplasia, se acompafia ademas de anemia y plaquetopenia.
La insuficiencia medular puede ser idiopatica o secundaria
(leucemia, neoplasia).

ESTUDIO DE NEUTROPENIAS

La neutropenia se define como un descenso en el nimero
absoluto de neutréfilos segmentados y cayados circulantes
en la sangre periférica. El recuento absoluto de neutréfilos
(RAN) se determina multiplicando el recuento total de
leucocitos por el porcentaje de neutrofilos segmentados y
cayados.

Los neutrdfilos predominan en el nacimiento, pero
descienden rapidamente en los primeros dias de vida.
Durante la lactancia, los neutréfilos constituyen el 20-30% de
la poblacién de leucocitos circulantes. Casi se encuentra un
numero igual de neutréfilos y de linfocitos en la circulacion
periférica a los 5 afios de edad, y el predominio caracteristico
del 70% de neutrdfilos de los adultos suele alcanzarse
durante la pubertad.

La neutropenia puede caracterizarse como leve (RAN de
1.000-1.500/pl), moderada (RAN de 500-1.000/ul) o
acentuada (RAN de menos de 500 pl). EI RAN menor de 200
también se denomina agranulocitosis.

e Manifestaciones clinicas de las neutropenias

Los sujetos con recuentos de neutréfilos menores de 500/pl
tienen un riesgo importante de sufrir infecciones, sobre todo
por flora enddégena, asi como por microorganismos
nosocomiales.

Los microorganismos patégenos que con mayor frecuencia
producen infecciones en el paciente neutropénico son
Staphylococcus aureus y las bacterias gram negativas. La
neutropenia aislada no potencia la predisposicion del
paciente a las infecciones parasitarias ni viricas ni a la
meningitis bacteriana, pero aumenta el riesgo de que los
patégenos fangicos causen enfermedades.

La presentacion clinica de la neutropenia profunda mas
frecuente abarca la fiebre, la estomatitis aftosa y la gingivitis.
Los signos y sintomas habituales de la infeccion local y la
inflamacion pueden estar reducidos sin los neutréfilos debido
a la incapacidad para formar pus.

e Tipos de neutropenia

Existen varias formas de clasificar las neutropenias: aguda o
crénica, congénita o adquirida, o en funcién de la etiologia.

- Neutropenia aguda. Evoluciona en unos pocos dias y
se debe a menudo al uso de neutréfilos o a su
produccién reducida.

- Neutropenia crénica. Dura por definicion mas de 3
meses y se debe a una produccién reducida, una
destruccion aumentada o un secuestro esplénico
excesivo de neutrdfilos.

e Causas primarias de neutropenia (congénitas).

- Neutropenia étnica y familiar benigna
(constitucional). El rango normal del recuento de
neutrofilos esta determinado genéticamente y puede ser
variable. Esto se denomina “neutropenia constitucional”
y se observa en varios grupos étnicos. Se ha
demostrado que los polimorfismos en el gen del receptor
del antigeno Duffy para quimiocinas (DARC) se asocian
con la raza y se han propuesto como candidatos para
explicar las diferencias raciales y étnicas del recuento de
neutrdfilos.

También hay una enfermedad hereditaria autosémica
dominante, denominada “neutropenia familiar benigna”,
gue se caracteriza por un recuento de neutrdfilos en el
rango de 800-1.400/uL. Se ha demostrado que la
neutropenia tanto étnica como familiar benigna no se
asocian con un mayor riesgo de infeccion.

- Neutropenia congénita grave (NCG). Consiste en una
neutropenia grave con recuentos de neutréfilos menores
de 500/pl, que debuta en el periodo neonatal con
infecciones bacterianas recidivantes. Suele haber un
aumento de otras estirpes de células mieloides, como
monocitos y eosindfilos. Se ha demostrado que se
asocia con mutaciones de varios genes.

La elastasa de neutréfilos (ELA2, ahora denominada
ELANE) es una serina proteasa que se sintetiza en
niveles elevados en la etapa de maduracion del
promielocito de los neutréfilos y se empaqueta en
granulos primarios. La evidencia mas reciente respalda
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un mecanismo por el cual la acumulacion de la elastasa
de neutrofilos mutante en el reticulo endoplasmico activa
la respuesta de proteina no plegada, lo que causa la
apoptosis. Debido a estas mutaciones, la NCG se
hereda de forma autosdmica dominante. Hay otras
causas de NCG como Hax-1, una proteina mitocondrial
cuya ausencia provoca apoptosis dependiente de
mitocondrias o las mutaciones en la subunidad catalitica
3 de la glucosa-6-fosfatasa (G6PC3). También se han
descrito mutaciones en el receptor de G-CSF asociadas
con NCG.

Neutropenia ciclica. La neutropenia ciclica se define
como periodos de neutropenia (< 200/uL) de 3-5 dias de
duracién que aparecen a intervalos de unos 21 dias.
Estos periodos de neutropenia pueden caracterizarse
por fiebre recurrente, Ulceras bucales e infecciones
cutaneas, respiratorias y del oido. El trastorno puede
heredarse de forma dominante o ser esporadico. Se ha
demostrado que la neutropenia ciclica congénita
también se asocia con mutaciones del gen de la elastasa
de neutrofilos en practicamente todos los casos
analizados hasta la fecha. Se puede diagnosticar
mediante la secuenciacion del gen de la elastasa de
neutrdfilos.

Otros sindromes congénitos con neutropenia
asociada. Algunos sindromes congénitos presentan
neutropenia como una de las anomalias que componen
su cuadro sindrémico. Entre ellos, hay que citar:

- Sindrome de Shwachman-Diamond.

- Anemia de Fanconi. Se debe a mutaciones de genes
implicados en la reparacion del ADN.

- Disqueratosis congénita (DQC). Puede heredarse de
forma autosémica dominante o recesiva o ligada al
cromosoma X, y se ha demostrado que se asocia con
mutaciones en varios genes que intervienen en el
mantenimiento de los telémeros.

- Glucogenosis Ib. Se hereda de forma autosémica
recesiva y se caracteriza por neutropenia
intermitente  debida a defectos del estallido
respiratorio de los neutréfilos, con la subsiguiente
apoptosis.

- Mielocatexis. En este caso la neutropenia se debe a
la retencién de los neutréfilos maduros en la médula
Osea a pesar de que su recuento en sangre periférica
es bajo. Sin embargo, durante la infeccién, los
pacientes con mielocatexis suelen tener un aumento
repentino de su recuento de neutrdfilos, por lo que su
evolucion clinica es relativamente mas benigna. Se
ha demostrado que se debe a mutaciones
heterocigotas del gen que codifica el receptor de
guimiocinas CXCR4.

- Los sindromes de Chédiak-Higashi, de Griscelli de
tipo Il y de Hermansky-Pudlak de tipo Il presentan
albinismo y neutropenia por defectos del transporte
de vesiculas.

- Sindrome de Barth. Es un trastorno recesivo ligado
al X caracterizado por neutropenia, miocardiopatia y
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retraso del crecimiento con una mortalidad elevada
durante toda la infancia por cardiopatia.

e Causas secundarias de neutropenia
(adquiridas)

- Neutropenia relacionada con infecciones. Se ha

demostrado que varias infecciones virales causan una
neutropenia transitoria que se suele resolver a medida
gue disminuye la viremia. Entre ellas, hay que citar la
varicela, el sarampién, la rubéola, la hepatitis A y B, el
virus de Epstein-Barr, la gripe, el parvovirus y el
citomegalovirus. Los mecanismos son diversos y
pueden implicar la redistribucion, la disminucion de la
produccién y la destruccion inmunitaria de los
neutrofilos.

- Neutropenia inducida por farmacos y neutropenias
por lesiéon de la médula 6sea. Es la causa mas comudn
de neutropenia. Las neutropenias inducidas por
farmacos pueden reflejar una supresion de la
granulocitopoyesis medular o un aumento de la
destruccion o eliminacién de los neutréfilos periféricos.
El patréon tipico de neutropenia inducida por farmacos es
una reduccion marcada del recuento de neutrdfilos, que
ocurre aproximadamente 1-2 semanas después de la
exposicion al farmaco y que se empieza a recuperar a
los pocos dias de suspenderlo. Algunos farmacos que
son una causa conocida de neutropenia, ademas de los
antineoplasicos, los antivirales y los inmunosupresores,
son la clozapina, el metamizol, la quinidina o la
procainamida.

- Neutropenia inmunitaria. Puede ocurrir como un feno-
meno aislado (neutropenia inmunitaria primaria) o como
una manifestacion de una enfermedad autoinmunitaria
sisttmica  subyacente  (neutropenia  inmunitaria
secundaria). Casi todos estos pacientes tienen
anticuerpos antineutrdfilos; estos anticuerpos median la

destruccion de neutrofilos por secuestro en el bazo o por
lisis mediada por complemento.

- Neutropenia por aumento de la marginacion e
hiperesplenismo. La activacion del complemento
puede causar neutropenia tanto aguda como croénica.
Esto se atribuye al hecho de que el C5a aumenta la
adhesividad de los neutréfilos, por lo que se vuelven
propensos a la agregacion dentro de la vasculatura
esplénica.

- Neutropenia por deficiencia nutricional. Varias
deficiencias de vitaminas y minerales, en especial B12,
folato y cobre, se asocian con neutropenia.

- Neutropenia idiopatica crdnica. La neutropenia
cronica idiopatica de adultos (NCIA) se ha descrito como
un trastorno adquirido de la granulocitopoyesis
caracterizado por una neutropenia prolongada sin una
etiologia de base aparente.

ESTUDIO DE NEOPLASIAS MIELOIDES

Las leucemias no tienen elevada incidencia pero son de
especial interés debido a la notable aparicion en pacientes
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pediatricos y adultos jovenes. En cuanto a la etiologia,
pueden ser el resultado de:

- Exposicién a agentes externos: radiaciones ionizantes,
radioterapia, sustancias quimicas, benceno. Virus como
HTLV-1, VEB, VIH.

- Constitucionales: inmunodeficiencias
(agammaglobulinemia congénita), anemia de Fanconi,
sindrome de Down.

- Alteraciones genéticas: alteraciones cromosomicas y
anomalias oncogénicas.

Los sintomas méas comunes de la leucemia son pérdida de
peso, fiebre, infecciones frecuentes, fatiga mental, pérdida
de apetito, inflamaciéon de los ganglios, disnea, hepato y
esplenomegalia, debilidad muscular y fragilidad 6sea.

Las leucemias no tienen una presentaciébn comdn ni un
patrén de repeticion, hay que pensar en ellas ante cualquier
alteracion del hemograma grave y/o aguda. Se debe hacer
siempre frotis de sangre periférica y buscar células
inmaduras junto con otros datos citolégicos que nos orienten
hacia una hemopatia aguda.

Hasta ahora, la clasificacién de leucemias se basaba en la
morfologia de sangre periférica vista al microscopio y esto se
ha utilizado para el diagndstico y tratamiento de las mismas.
Actualmente, se consideran otros métodos de diagndstico y
tratamiento, que se afiaden a la morfologia de sangre
periférica para una mejor caracterizacion diagndstica y un
tratamiento mas especifico.

e Inmunofenotipo: Se realiza sobre muestras de
sangre periférica y/o médula 6sea. Se analizan las
lineas celulares y su clonalidad mediante citometria
de flujo. Las células se clasifican en base a su
tamafio, complejidad y mdltiples marcadores en
forma de anticuerpos monoclonales y policlonales
especificos. El estudio de multiples marcadores de
manera simultdnea lleva a conocer cada tipo celular
especifico implicado en la proliferacion clonal, asi
como el estadio madurativo de dichas células. La
caracterizacion del linaje de las células neoplasicas
empieza por distinguir el origen mieloide o linfoide
de las mismas, y dentro de las de estirpe linfoide
entre linfocitos Ty B.

e Pruebas genéticas:

- Citogenéticas. Por ejemplo, realizacion del cariotipo y
FISH (hibridacion in situ fluorescente). Mediante dichas
pruebas se pueden detectar alteraciones numéricas y

Pelger-Huét Cuerpos de Dohle  pesgranulacion
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estructurales, como trisomias, deleciones, duplicaciones
0 reordenamientos cromosémicos, entre otros.

- Moleculares. Por ejemplo, distintos tipos de PCR, para
detectar y/o cuantificar mutaciones concretas, 0 NGS o
secuenciaciébn masiva, que permite analizar un gran
namero de genes en una sola prueba.

Actualmente, de hecho, es imprescindible realizar tanto la
morfologia de sangre periférica como el inmunofenotipo y la
genética, todo esto junto con la clinica, hara que el
hematologo la clasifique y le ponga el tratamiento.

Entrando en el estudio de las neoplasias mieloides,
encontramos:

e Sindromes mielodispléasicos

Los sindromes mielodisplasicos constituyen un conjunto de
alteraciones morfolégicas, inmunofenotipicas, funcionales y
gendémicas que tienen lugar en las diferentes lineas de la
hematopoyesis, desde las células madre hasta los elementos
mas maduros. Todos ellos tienen en comun cierto riesgo de
transformacion a leucemia aguda mieloide (30% de los
€asos).

Se observan en pacientes a partir de los 50 afios y la
evolucion clinica es variable. Se caracterizan por anomalias
tanto cualitativas como cuantitativas de las distintas lineas
hematopoyéticas en sangre periférica y médula 6sea. Se
deben a una alteracion de la capacidad de proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas,
junto con un aumento de la apoptosis o muerte celular
programada.

La mielopoyesis ineficaz se traduce en la coexistencia de
citopenias (anemia, leucopenia y trombocitopenia) junto con
una médula 6sea normal o hipercelular.

En sangre periférica se aprecia citopenia de una linea,
bicitopenia o pancitopenia, siendo la anemia el hallazgo mas
comin. Ademas, la sideremia estd aumentada, asi como la
ferritina sérica e intraeritrocitaria. Respecto a los parametros
bioquimicos, es frecuente encontrar hiperbilirrubinemia,
hiperuricemia y aumento de LDH.

Los signos mielodisplasicos en la serie granulocitica son
(Figura 3):

- Presencia de seudo-Pelger-Huét. Los neutrdfilos
pueden mostrar deficiencia en la segmentacion nuclear,
con nlcleos mayoritariamente bisegmentados o
ausencia de segmentacion.

- Cuerpos de Déhle. Son inclusiones en el citoplasma de
los neutrdfilos, con un color baséfilo por la acumulacion
anormal de ribosomas.

Hipersegmentacion
nuclear

Clumping
cromatinico

®. e

Nucleos en anillo

Figura 3. Principales signos mielodisplasicos. Adaptado de: Merino A, 2020.
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- Clumping o condensacién cromatinica muy intensa por
zonas.

- Desgranulacion de los elementos granulociticos. La
desgranulacién de la serie blanca, junto con la presencia
de hipolobulacion del nacleo, constituyen una anomalia
muy caracteristica de los sindromes mielodisplésicos.

- Hipersegmentacién nuclear.
- Presencia de nucleos en anillo.

- Dismorfias de la granulacion como marcada granulacion
primaria o granulacion gigante de tipo Chédiak-Higashi.

- Mielocatexis adquirida: mudltiples l6bulos nucleares
unidos por finos puentes cromatinicos que adoptan
preferentemente una disposicién radial en los
neutrdfilos.

¢ Neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas

La OMS incluye en esta categoria los sindromes en los que
los pacientes presentan aspectos clinicos, bioloégicos y
morfoldgicos caracteristicos de un sindrome mielodisplasico,
pero al mismo tiempo, se observan otros hallazgos
compatibles con un sindrome mieloproliferativo, por lo que se
denominan sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos.
Asi pues, pueden coexistir alteraciones morfolégicas
displasicas y funcionalismo anémalo en determinadas lineas
hematopoyéticas, con proliferaciones efectivas de algunas
de ellas o inefectivas en otras.

En los sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos, la cifra
de blastos en SP o0 en MO es siempre inferior al 20%. En esta
categoria encontramos 3 leucemias.

- Leucemia mielomonocitica cronica. Entre los criterios
diagndsticos se requiere una cifra mantenida de
monocitos en sangre superior a 1x10%L durante un
periodo superior a 3 meses, con ausencia del
cromosoma Philadelphia (Ph) y del gen de fusion BCR-
ABL. El diagnéstico diferencial debe realizarse con otras
posibles causas de monocitosis. Los monocitos son
mayoritariamente normales desde el punto de vista
morfolégico, si bien ocasionalmente pueden verse
monocitos anomales o displasicos con una
segmentacion nuclear, o un patrén de la cromatina
anormal, o la presencia de granulacion anoémala, o
pliegues nucleares. En la leucemia mielomonocitica
crénica la cifra de blastos es inferior al 5% en sangre e
inferior al 20% en médula 6sea. La displasia esta
presente en al menos una de las lineas. En la médula
0sea, que es hipercelular, se observa la proliferacion de
elementos granulociticos y monociticos.

El inmunofenotipo revela la expresion celular de
antigenos de la linea mielomonocitica (CD13, CD33)
con expresion variable de CD14, CD68 y CD64.

Cabe destacar que entre un 15 y un 30% de los casos
de leucemia mielomonocitica crénica progresa a una
leucemia mieloide aguda.

- Leucemia mieloide cronica atipica BCR-ABL1 negativa.
Consiste en la proliferacion de la serie granulocitica de
los elementos maduros e inmaduros y en los que se
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observa una notable displasia (desgranulacion, seudo-
Pelger-Huét, hipersegmentacion), junto a la negatividad
para el cromosoma Ph y al gen de fusion BCR-ABL. La
linea mas afectada en esta entidad es la de los
neutréfilos. Pueden verse signos displasicos, ademas,
en la serie eritroide y megacariocitica. En médula 6sea
y sangre periférica se observa un porcentaje de blastos
inferior al 20%. La cifra de leucocitos es superior a
13x109/L.

- Leucemia mielomonocitica juvenil. Se observa en la
infancia, con mas frecuencia con edad inferior a 5 afios.
Se trata de una proliferacion clonal que afecta
principalmente a las lineas granulocitica y monocitica.
Los pacientes presentan una monocitosis persistente
superior a 1x10%L, junto a una cifra de blastos inferior al
20% en sangre periférica y médula 6sea. El recuento de
leucocitos suele situarse entre 25y 30x10°/L.

El cromosoma Ph o el gen de fusion BCR/ABL estan
ausentes. La hemoglobina fetal puede encontrarse
elevada, y este hallazgo confiere un peor prondstico a la
enfermedad. Se debe realizar el diagnoéstico diferencial
con enfermedades infecciosas y en especial las viricas.

e Neoplasias mieloproliferativas

Las neoplasias mieloproliferativas suelen acompafarse de
alteraciones cuantitativas y cualitativas que afectan a las tres
lineas hematopoyéticas. En todas las neoplasias
mieloproliferativas es caracteristica la elevacion de la
celularidad en la médula 6sea, con presencia de todos los
estadios madurativos y con aumento de una o varias lineas
hematopoyéticas en sangre periférica.

En la actual clasificacién de 2016 de la OMS se incluyen las
siguientes neoplasias mieloproliferativas, aunque solo
comentaremos la leucemia mieloide crénica:

- Leucemia mieloide cronica BCR-ABL1 positiva. Es la
neoplasia mieloproliferativa que reviste mayor
importancia por su frecuencia y prondstico. Representa
el 15-20% de todas las leucemias. Aunque puede
aparecer a cualquier edad, su incidencia es mas elevada
en las edades media y avanzada de la vida. Se trata de
un trastorno clonal en la célula madre hematopoyética
pluripotencial. El cuadro clinico y biolégico es
consecuencia de una importante proliferacion de la serie
granulocitica en médula ésea, sangre periférica y otros
organos hematopoyéticos, como el bazo.

El trastorno molecular tiene lugar en una célula madre
muy primitiva y estd asociado con una alteracion
citogenética adquirida. En el 90-95% de los casos existe
una translocacion reciproca de los brazos largos de los
cromosomas 9 y 22 t(9;22)(q34;q11), con la formacion
del cromosoma Philadelphia. El intercambio de material
genético entre los cromosomas 9 y 22 da lugar a la
formacion del oncogén BCR-ABL1, cuya consecuencia
es la produccion de un &cido ribonucleico (ARN)
anormal, que codifica una proteina de fusién anémala
(p210) con actividad tirosincinasa aumentada.

Esta oncoproteina produce disminucién de la capacidad
adhesiva de las células al estroma medular, aumento de
la actividad proliferativa e inhibiciéon de la apoptosis o
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muerte celular programada. Esto explica el hallazgo de
leucocitosis, a expensas de la serie granulocitica en
todos sus estadios madurativos en la sangre periférica
de los pacientes con leucemia mieloide crénica.

El diagndstico de la leucemia mieloide crénica BCR-
ABL positiva puede realizarse por los hallazgos en el
frotis de sangre periférica junto con la deteccion del
cromosoma Ph y/o positividad BCR-ABL1 por
citogenética y técnicas genéticas moleculares
respectivamente.

Actualmente tiene un tratamiento muy eficaz que evita la
proliferacion leucocitaria y la progresiéon de la
enfermedad a la crisis blastica, y consiste en farmacos
inhibidores de la tirosincinasa, como el imatinib,
dasatinib o nilotinib, que bloquean el centro activo de la
enzima, lo que impide su activacion y, por lo tanto, la
proliferacion mieloide.

- Leucemia neutrofilica crénica.
- Policitemia vera.

- Mielofibrosis primaria.

- Trombocitemia esencial.

- Leucemia eosinofilica crénica no especificada.

e Leucemias agudas

Las leucemias agudas son el resultado de una mutacién
somatica en una Unica célula madre hematopoyética, que
desencadena una proliferacion clonal de células leucémicas
inmaduras. En las leucemias agudas, las células blasticas
proliferan en la médula ésea y reemplazan a la celularidad
normal, lo que provoca una disminucién de las tres series
hematopoyéticas en sangre periférica, desembocando en
anemia, neutropenia y trombocitopenia.

Las leucemias agudas pueden ser de dos tipos: de novo, en
las que no existe un antecedente que pudiera justificar su
aparicion, y las secundarias, como fase evolutiva de otras
enfermedades previas o por tratamientos antineoplasicos,
como quimioterapia o radioterapia.

Segun el tipo de precursores implicados en la expansién y
proliferacion de las leucemias agudas, se dividen en dos
grandes grupos:

- Leucemias agudas de precursores mieloides (LMA), en
las que las células proliferativas son de diferenciacién
mieloide, por lo que pueden implicar a la linea
megacariocitica, granulomonocitica o eritroide. Los
marcadores granulociticos son: CD13, CD33, CD15,
CD65, MPO.

- Leucemias de precursores linfoides o linfoblasticas
agudas (LLA). Los marcadores monociticos son: CD14,
CD4, CD11b, CD64, CD36, lisozima.

e Leucemias mieloides agudas

Suincidencia es mayor en la edad adulta y es el resultado de
la proliferacién de un clon de blastos mieloides que son
incapaces de progresar a etapas propias de su maduracion.

Suelen acompafiarse de dismorfias plaquetarias, a diferencia
de lo que ocurre en las leucemias de precursores linfoides.

El nucleo de los mieloblastos es de perfil redondeado o
angular, de cromatina laxa e inmadura y se aprecian uno o
varios nucleolos visibles. El citoplasma es escaso, de
coloracion basofila y suele contener una escasa y fina
granulacion azurodfila. En ocasiones, puede mostrar algun
baston de Auer, que tiene forma de aguja y su presencia
parece estar relacionada con un mejor prondéstico de la LMA.
Las células blasticas mieloides son positivas para la
mieloperoxidasa y para el negro Sudan B.

La clasificacion de la OMS, introduce algunos cambios que
tienen en cuenta nuevos conceptos en la biologia de las
LMA, especialmente a nivel citogenético, inmunitario y
molecular. A continuacién, se detalla la clasificacién que
define las diferentes categorias de LMA segin la OMS.

- LMA con anomalias genéticas recurrentes
- LMA con translocaciones/inversiones (Tabla 2):

- t(8;21): El cambio genético bloquea la diferenciacion,
con la consiguiente acumulacién de mieloblastos.
Las caracteristicas morfologicas de los blastos son
equivalentes a las que se observan en la LMA con
maduracion o M2 segun la clasificacion FAB.

- 1t(15;17): Muestra predominio de promielocitos
atipicos. Morfolégicamente corresponde a la
variedad M3 de la clasificacién FAB. La translocacién
del material genético entre los cromosomas 15y 17,
con la fusion de parte del gen PML del cromosoma
15 con parte del gen RARA del cromosoma 17, da
lugar a la proteina PML-RAR-a, que bloquea la
maduracion de los promielocitos. Ademas, se
acompafia de leucopenia, lo que dificulta el
diagnostico. Se incluyen dos variantes:

- Variante hipergranular: Las células que
proliferan en este tipo de leucemia muestran
una morfologia muy caracteristica y se
denominan promielocitos anormales
(hipergranulares). El nucleo suele ser de
aspecto monocitoide y con un perfil bilobulado
o “en hachazo”, con una hendidura amplia
(Figura 4).

Figura 4. Promielocitos atipicos con ndcleo
bilobulado o “signo del hachazo”. Tomado de:
Imagenes de interés de citologia sanguinea. SEQC.

- Variante hipogranular: Tiene peor prondstico
que la hipergranular y suele cursar con
leucocitosis. Constituye el 15-20% de las LMA
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con t(15;17). Se caracteriza por la escasez o
ausencia de granulacion en las células
leucémicas. Los promielocitos son grandes y
conservan el "signo del hachazo" pero el
citoplasma es mas basdfilo.

inv(16): Presencia de blastos de aspecto morfolégico
mieloide y monocitico. Equivale a la variante M4 con
eosinofilia segin la clasificacion FAB. Puede verse
en las células blasticas granulacion primaria visible y
algun baston de Auer ocasional. Este tipo de LMA se
asocia con la presencia de eosindfilos andmalos en
médula dsea.

t(9;11): Se asocia a la presencia de blastos
monociticos y corresponde a las leucemias M4 y M5
de la clasificacion FAB.

Translocacién/inversion Incidencia

Morfologia

t(6;9): Es poco frecuente. Suele presentar las
caracteristicas morfoldgicas y citoquimicas de las
variedades M2 o M4 de la clasificacion FAB.

inv(3): Es poco frecuente. Puede derivar de un
sindrome mielodisplasico previo. Los blastos
muestran una morfologia caracteristica de
cualquiera de los subtipos FAB, excepto la M3.

t(1;22): Es poco frecuente. Los pacientes presentan
anemia, trombocitopenia y moderada leucocitosis en
sangre periférica.

LMA con mutaciones genéticas:

LMA con mutacién del gen de la nucleofosmina
(NPM1). Esta mutacion se detecta en una tercera
parte de las LMA. El gen NPM1 codifica la proteina
nucleofosmina, que se encuentra en el nucleolo y
desempefia un papel muy importante en numerosas
funciones celulares, como la formacion de algunas

Antigenos

Antigenos mieloides

Basofilia
1(8;21) 8% CD19
Bastones de Auer CD34
) 5-8% Promielocitos grandes CD13
t(15;17) hipergranular
80% de t(15;17) Astillas CD33
5-8% Promielocitos grandes CD13
t(15;17) hipogranular
20% de t(15;17) Nucleo irregular CD33
Inv(16) 10% Eosindfilos andmalos CD34 CD117
CD14
CDh4
Blastos monociticos
CD11b
t(9;11) 9-12% Nucleolos
CDl1ic
Mamelones
CD64
CD36
CD34
CD13
Inv(3) 1-2% Neutréfilos desgranulados y seudo-Pelger
CD33
HLA-DR
CD13
t(6;9) <1% M2 o M4 CD33
HLA-DR
Blastos medianos
CD41
t(1;22) <1% 1-3 nucleolos
CDé61
Mamelones

Tabla 2. Principales caracteristicas de las leucemias mieloides agudas con translocaciones/inversiones. Elaboracion
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proteinas, replicacion del ADN o progresion del ciclo
celular. La mutacion NPM causa cambios criticos en
la estructura de la proteina, y por ello esta abandona
el nlcleo y se acumula de forma aberrante en el
citoplasma. En la analitica de los pacientes se
observa con frecuencia anemia y plaquetopenia.
Existe una intensa asociacion entre la mutacién
NPM1 y los subtipos morfolégicos mielomonociticos
0 monociticos (M4, M5). La morfologia de los blastos
es caracteristica: aspecto mieloide, cromatina con
depresion en forma de “huella digital” (Figura 5).
Expresan los antigenos mieloides CD33, CD13,
MPO.

-

Figura 5. Depresion en la cromatina de las células
blasticas en forma de "huella digital". Tomado de:
Imagenes de interés de citologia sanguinea. SEQC.

- LMA con mutacién del gen CEBPA. Los blastos son
morfolégicamente mieloides.

- LMA con BCR-ABL1. Esta nueva categoria se ha
incluido en la clasificacién de la OMS de 2016 para
distinguir los casos de LMA de novo que pueden
beneficiarse del tratamiento con inhibidores de la
tirosincinasa. En todos los casos se demuestra
t(9;22) o evidencia molecular de fusion BCR-ABL1.

- LMA con mutacion en RUNXL. Incluye las LMA de
novo que presentan la mutacién en RUNX1 que no
se asocian a anomalias citogenéticas relacionadas
con mielodisplasia. Esta entidad tiene peor
pronéstico que el resto de LMA.

LMA con cambios relacionados con displasia. Es
una LMA con hallazgos morfolégicos displasicos, o bien
que se desarrolla en pacientes con un sindrome
mielodisplasico o mielodisplasico/mieloproliferativo con
anomalias citogenéticas relacionadas con
mielodisplasia.

Neoplasias mieloides relacionadas con tratamientos
previos. Engloba a todos los pacientes que han
desarrollado una neoplasia mieloide después de haber
recibido terapia citotoxica (agentes alquilantes o
inhibidores de la topoisomerasa ). Esta categoria
incluye tanto las LMA como los sindromes
mielodisplasicos relacionados con tratamientos previos.
Las anomalias citogenéticas asociadas son importantes
para definir el tratamiento més adecuado y establecer el
pronostico.

LMA no categorizadas previamente, que incluyen:

Subtipos de la clasificacion FAB no incluidos en el
apartado de anomalias genéticas recurrentes. En
este grupo se incluyen subtipos de LMA basados en
las caracteristicas morfologicas de los elementos
blésticos:

- LMA minimamente diferenciada (M0). Blastos
con rasgos morfoldgicos linfoides y mieloides.

Los blastos son medianos, citoplasma
moderadamente basoéfilo y ausencia de
bastones de Auer. En el estudio

inmunofenotipico al menos un marcador
mieloide es positivo (MPO, CD13 o CD33)
mientras que los linfoides son negativos.

- LMA sin maduracién (M1). Los blastos son de
tamafio mediano, ndcleo con uno o varios
nucleolos prominentes. Se puede observar una
fina granulacion azurdfila o algin baston de
Auer. La presencia de estos bastones en una
LMA se relaciona con un mejor prondstico.
Estas células blasticas son pieloperoxidasa
positivas. En el estudio inmunofenotipico se
demuestra que los blastos expresan antigenos
mieloides (CD33, CD13, CD117).

- LMA con maduracién (M2). A diferencia de la
M1 muestra un niamero mayor de células en
estadios madurativos posteriores al
mieloblasto  (promielocitos, mielocitos y
neutréfilos) en un porcentaje superior al 10%.
Constituye el 30% de todos los casos de LMA.
El tamafio de los blastos es pequefio o
mediano, con perfil nuclear en ocasiones
rectangular. Pueden contener algun bastén de
Auer.

- LMA promielocitica (M3). Los blastos
presentan gran cantidad de granulos, por lo
que son MPO+. Al liberarse el contenido
lisosémico de los granulos, activa la
coagulacién, por lo que un 75-90% de los casos
cursa con coagulacién intravascular
diseminada. Es tipica la translocacion t(15;17)
que implica a los genes MPL y RAR-a.

- LMA mielomonocitica (M4). Se observan
mieloblastos y monoblastos. Los blastos
monociticos son de gran tamafio con
citoplasma con basofilia variable que en
ocasiones presenta mamelones. Los nucleolos

acostumbran a ser prominentes.

- LMA monoblastica (M5a) o monocitica (M5b).
Las células leucémicas son de estirpe
monocitica (monoblastos y promonocitos). Los
elementos blasticos son de gran tamafio, con
un citoplasma intensamente basofilo. Es
posible la observacion ocasional de una fina
granulacion azurdfila o de algun bastéon de
Auer.

- Leucemia aguda eritroide (M6). Proliferacion
neoplasica de proeritroblastos indiferenciados
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gue pertenecen a la serie eritroide, siendo el
80% de las células de la médula 6sea de
estirpe eritroide.

- Leucemia aguda megacarioblastica (M7). Los
blastos muestran un aspecto morfolégico muy
indiferenciado o inmaduro y son muy
polimérficos. También pueden presentar
mamelones o pseudoépodos.

- Leucemia aguda basofilica. Muestra una
incidencia inferior al 1% y en ella las células
blasticas han iniciado su diferenciacion
basofila. Estd asociada con el aumento de las
cifras sanguineas de histamina.

- Panmielosis aguda con mielofibrosis. Es una
proliferacion mieloide que se acompafia de una
intensa fibrosis de la médula 6sea, con
marcada pancitopenia y evolucién rapidamente
progresiva. Es una forma poco frecuente de
LMA.

- Sarcoma mieloide.

- Proliferaciones mieloides en relaciébn con el
Sindrome de Down.

- Neoplasias de células blasticas dendriticas
plasmocitoides.
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INTRODUCCION

La hemostasia es el conjunto de fenémenos fisiolégicos que
ocurren en el organismo como consecuencia de un dafio
vascular con el fin de detener la pérdida de sangre.

El sistema hemostatico presenta tres funciones principales:

e Mantener permeable la luz vascular.

e Establecer el tap6n hemostatico ante una lesion
vascular.

e Generar la lisis del coagulo de fibrina una vez
reparada la lesion.

Para cumplir con estas funciones, el sistema hemostatico
presenta dos tipos de componentes:

e Componente celular: Constituido por las plaquetas y
el endotelio vascular.

e Componente plasmatico: Formado por proteinas
procoagulantes o0 generadoras de fibrina,
anticoagulantes y fibrinoliticas.

La alteracion de cualquiera de estos componentes puede
originar la apariciéon de un sindrome hemorragico o una
situacion de hipercoagulabilidad.

La hemostasia se desarrolla en tres etapas:

e Hemostasia primaria: En esta primera etapa tiene
lugar la formacion del tapon plaquetario.

e Hemostasia secundaria: Se produce la generacion
del coagulo de fibrina.

e Fibrinolisis: Tiene lugar la degradacion de las redes
de fibrina formadas en la etapa anterior.

HEMOSTASIA PRIMARIA
e Fisiologia de la hemostasia primaria

La hemostasia primaria tiene por finalidad la formacién del
tapén hemostatico plaquetario.

Durante esta etapa ocurren cuatro acontecimientos claves: en
primer lugar una vasoconstriccidon local que minimiza las
pérdidas de sangre. A continuacion, se produce la agregacion
de las plaquetas al subendotelio seguido de la activacion de
las mismas. Finalmente se forma el trombo plaquetario. En
estos procesos van a intervenir tanto las plaguetas como el
endotelio (monocapa de células que tapiza la luz de todos los
vasos).

Las plaguetas son fragmentos citoplasmaticos que se forman
en la médula 6sea a partir de unas células precursoras
llamadas megacariocitos.

La vida media de las plaquetas en sangre es de unos 10 dias,
aproximadamente. En su interior contienen dos tipos de
granulos: los granulos densos (ricos en calcio, ATP, ADP,
epinefrina y serotonina) y los granulos a (ricos en proteinas).
En su superficie presentan diferentes glicoproteinas de
membrana como GPIlb-V-IX, GPlIb-llla o la GPVI.

Cuando se dafia el endotelio se quedan expuestos hacia el
torrente sanguineo el colageno y el factor de von Willebrand
de las células subendoteliales. Las plaquetas se unen al
colageno indirectamente gracias al complejo GPIb-V-IX, que
interacciona con el factor de von Willebran el cual actta de
puente y se une al colageno. Las plaquetas también se unen
directamente al colageno a través de la GPVI. De esta manera
se establecen enlaces firmes entre las plaquetas y el
subendotelio.

Esta adhesion inicial favorece la activacion plaquetaria. Las
plaquetas activadas cambian su forma, aumentan su superficie
celular y secretan el contenido de los granulos al medio. De los
granulos densos se libera por un lado, calcio que favorece la
agregacion plaquetaria y la coagulacion y, por otro lado,
serotonina y noradrenalina que actian produciendo un efecto
vasoconstrictor local. De los granulos alfa se liberan distintos
factores de crecimiento para reparar la lesiébn vascular y
también otras proteinas (como la fibronectina o el fibrinégeno)
que favorecen la adhesion de mas plaquetas al endotelio lo
que finalmente lleva a la formacién del tapdn plaquetario.

e Eltrombograma

El trombograma es el andlisis cuantitativo y cualitativo de todas
las magnitudes relacionadas con las plaquetas. El
trombograma convencional incluye el recuento plaquetas
presentes en sangre periférica, el volumen medio plaguetario
y el ancho de distribucion de las plaquetas.

El recuento de plaquetas puede hacerse de forma manual en
camara de Neubauer o automatizada. Actualmente los
métodos manuales se han sustituido por métodos
automatizados que utilizan técnicas basadas en laimpedancia,
la dispersion Optica, la fluorescencia o0 técnicas
inmunomeétricas. La impedancia es el método mas extendido
para la realizacion del trombogramay se basa en la resistencia
electrénica que muestras las células suspendidas en un liquido
conductor (como es la sangre). El ndmero de sefales
eléctricas registradas indica el nUmero de células presentes en
la sangre y la amplitud de estas sefiales es directamente
proporcional al volumen celular. Los resultados se representan
graficamente mediante un histograma y en base al volumen
celular se pueden clasificar las tres poblaciones de células
presentes en la sangre.
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La cifra normal de plaguetas en sangre periférica se encuentra
entre 140.000 y 450.000 unidades por microlitro. Sin embargo,
hay que tener presente que se pueden obtener recuentos de
plaquetas falsamente reducidos ante la presencia de
plaquetas aglutinadas. Por otro lado, también pueden aparecer
resultados falsamente elevados si existen fragmentos
eritrocitarios en la muestra.

El volumen plaquetario medio es una magnitud que indica el
tamafio o medio de la poblacién de plaquetas de un individuo.
Este parametro correlaciona con la regeneracioén plaquetaria 'y
generalmente, un valor elevado indica una alta tasa de
recambio plagquetaria mientras que un valor por debajo del
intervalo de referencia generalmente indica un defecto en la
produccién de plaquetas.

Por ultimo, el ancho de distribucion de las plaquetas determina
el grado de anisocitosis (diferencias en el tamafio) de las
plaquetas. Un valor elevado de este parametro puede
encontrarse en ciertas neoplasias mieloproliferativas.

e Alteraciones plaquetarias

- Trombocitopenia

La alteracién mas frecuente de las plaguetas es la disminucion
de su recuento que se define como trombocitopenia. La
trombocitopenia representa la causa mas frecuente de
hemorragias por alteraciones en la hemostasia y en la mayoria
de los casos se debe a causas adquiridas (Figura 1).

Las trombocitopenias adquiridas pueden deberse a un
descenso en la produccion de las plaquetas (lo que implica una
afectacion medular), a un incremento de su secuestro por parte
del bazo (como ocurre en el hiperesplenismo asociado a las
cirrosis), a un consumo elevado de las mimas a nivel vascular
(como se da en la coagulacion intravascular diseminada o ante
lesiones vasculares extensas) o a un incremento de su
destruccion a nivel periférico (purpura trombocitopénica
idiopatica y pUrpura trombotica trombocitopénica).

La purpura trombocitopénica idiopatica es un trastorno
autoinmune debido a la presencia de anticuerpos
antiplaquetarios (IgG o IgM) que cursa con una destruccion
masiva de plaquetas a nivel periférico.

Por otro lado, la purpura trombética trompocitopénica cursa
con trombocitopenia intensa por consumo intravascular junto
con anemia hemolitica microangiopatica. Ademas de la
anemia y la trombocitopenia en el frotis de sangre periférica se
suele observar presencia de esquistocitos.

Dentro de las trombopenias congénitas se distinguen
fundamentalmente tres patologias: en primer lugar, la
macrotrombocitopenia mediterranea familiar es un trastorno
autosémica dominante, comun en los paises mediterraneos, y
no suele cursar con hemorragias graves, salvo ante ciertas
cirugias o traumatismos.

Por otro lado, el sindrome de Bernard-Soulier es una
enfermedad autos6mica recesiva que afecta a los genes que
codifican el complejo de glucoproteinas Ib-V-IX presente en la
membrana de las plaquetas.

Por ultimo, las macrotrombocitopenias relacionadas con el gen
MYH9 son un grupo de enfermedades con una herencia
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autosdmica dominante originadas por la alteracion del gen que
codifica la cadena pesada de la miosina no muscular IlA. La
mayoria de estos pacientes presentan desde el nacimiento
macrotrombocitopenia junto con inclusiones leucocitarias
(cuerpos de Dohle). Algunos ademas presentan hipoacusia,
cataratas y glomerulopatia.

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

- Trombocitosis

La trombocitosis 0 aumento de la cifra de plaquetas en sangre
periférica puede ser debido a dos razones fundamentalmente.

En primer lugar, a un fenémeno reactivo a distintas patologias

como cancer, infecciones, ferropenia o después de una
hemorragia. Se considera un proceso fisiolégico que
desaparece tras eliminar la causa que lo produjo y no suele
estar relacionado con alteraciones en la hemostasia. No
aumenta el riesgo trombético.

Por otro lado, también puede deberse a una neoplasia
mieloproliferativa como la leucemia mieloide cronica o la
trombocitemia esencial.

e Evaluacion de la hemostasia primaria

El diagnostico correcto de los trastornos de la hemostasia
primaria debe partir de una historia clinica detallada. La
manifestacion clinica caracteristica es la presencia de diatesis
hemorragica: una erupcion plana o papular de la piel y las
mucosas como consecuencia de la rotura de pequefios vasos
sanguineos. Otros sintomas que orientan hacia el trastorno de
la hemostasia primaria son la epistaxis o la aparicién de
hemorragias desproporcionadas ante traumatismos o
intervenciones quirdrgicas. Es importante también tener en
cuenta la edad de presentacion de los sintomas y los
antecedentes familiares ya que una aparicion temprana junto
con otros miembros de la familia afectos orientan hacia un
trastorno hereditario.

Una vez establecida una sospecha diagnostica se debe
realizar un hemograma para valorar el recuento de plaquetas.
Una cifra por debajo del intervalo de referencia puede explicar
los sintomas, aunque no suelen aparecen hemorragias
significativas hasta que no se alcanzan cifras inferiores a
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50.000 células/yL. Una cifra elevada debe valorarse en el
contexto clinico del paciente ya que las trombocitosis pueden
ser reactivas a muchas causas.

Una alteracion en la cifra de plaquetas debe confirmarse con
la realizacion de un frotis de sangre periférica para descartar
las pseudotrombocitopenias. Sobre todo, en el caso de las
trombocitopenias debe confirmarse que la muestra no
presenta agregados. Ademas, las alteraciones morfologicas
observadas en las plaquetas pueden guiar el diagnostico.

Si todos los resultados hasta el momento son normales, la
clinica del paciente puede deberse a una alteracion cualitativa
de las plaquetas y para evaluar estos casos se realiza la
determinacion del tiempo de obturacion que aporta una
informacién similar al tiempo de hemorragia in vitro, valorando
asi la funcionalidad plaquetaria. Este sistema utiliza la sangre
total anticoagulada con citrato, que se hace pasar a través de
un orificio micrométrico en una membrana recubierta con
colageno/epinefrina (Col-EPI) y en otra membrana con
colageno/ADP (Col-ADP). El contacto con los agonistas inicia
la agregacion plaquetaria que termina por ocluir el orificio de la
membrana causando un cambio en la transmisién de la luz que
detecta un microprocesador. Esta técnica se basa en medir el
tiempo que tarda en producirse la oclusién de esta membrana.
Se pueden encontrar elevaciones de este tiempo en patologias
de la funcion plaquetaria como el sindrome de Bernard-
Soulier, la trombastenia de Glanzmann o la Enfermedad de
von Willebrand. Ademas, esta prueba también puede detectar
la presencia de ciertos farmacos que alteren la hemostasia
primaria como el acido acetilsalicilico que origina elevacion del
tiempo de oclusién para el colageno-epinefrina pero mantiene
dentro de los rangos el tiempo de obturacion de colageno-
ADP. Por otro lado, el clopidogrel origina el patrén inverso.

Ante un resultado alterado en el tiempo de obturacién o una
alta sospecha clinica se debe recurrir a técnicas de
agregometria. La agregometria por impedancia eléctrica se
basa en la monitorizacién del cambio de impedancia producido
por la agregacion de las plaguetas a un electrodo en respuesta
a varios agonistas: ADP, acido araquidonico, ristocetina y
trombina. Los resultados se representan graficamente y el
patron de curvas alteradas orienta hacia el diagndstico de las
distintas patologias. Para estos estudios se precisa de sangre
recogida en tubos con hirudina.

HEMOSTASIA SECUNDARIA:
e Fisiologia de la hemostasia secundaria

Durante la hemostasia secundaria se produce la activacion de
los diferentes factores de coagulacion para generar fibrina.
Esta fibrina formar4a una malla que reforzard el tapdn
plaquetario dando lugar al coagulo.

La mayoria de los factores de coagulacion son proteinas
sintetizadas en el higado que se encuentran en sangre como
cimégenos inactivos que pueden ser activados y
transformados en enzimas con actividad proteasa limitada.

Los factores I, VII, IX y X necesitan vitamina K para su sintesis
debido a que para ser funcionales van a sufrir la carboxilacion
de un residuo de glutdmico tras su traduccién y en este
proceso interviene la vitamina K como cofactor.

Segun el modelo clasico, existen dos vias de activacion de la
coagulacién: la via extrinseca y la via intrinseca. La via
extrinseca se inicia cuando el facto tisular del subendotelio o
del endotelio activado entra en contacto con la sangre.
Entonces, esta proteina interacciona con el factor VII. Este
complejo FT-VII es capaz de activar al factor X lo que origina
la activacion de la via final comun de la coagulacion.

La via intrinseca se activa cuando la sangre entra en contacto
con superficies cargadas negativamente como el colageno, el
cristal o el caolin, entonces, el factor XII, la precalicreina ay el
cininbgeno se van a activar y van a originar a su vez la
activacion del factor Xl el cual activara al factor IX. El factor IXa
se unira con el VIl y con el X para formar el complejo tenasa
que producira la activacion del factor X.

En la via final, el factor X activado se une al factor V y en
presencia de calcio y fosfolipidos forman el complejo
protrombinasa capaz de convertir la protrombina en trombina.
La principal funcién de la trombina consiste en convertir el
fibrinégeno en fibrina formando asi el coagulo. Por otro lado,
la trombina también puede originar la activacion de la proteina
C que tiene funciones anticoagulantes y por tanto limita la
sobreactivacion de la cascada de coagulacion.

Finalmente, el factor Xlll se unira a la fibrina incrementando la
estabilidad de ésta mediante la formacién de enlaces
intermoleculares covalentes.

Todo este proceso esta sometido a mecanismos de regulacion
para garantizar un correcto equilibrio entre la formacion y la
degradacion del coagulo. Los mecanismos de regulacién de la
hemostasia secundaria actian de dos maneras diferentes.
Por un lado, inhibiendo la funcién de los factores activados. Asi
actua, por ejemplo, la antitrombina. La funcién inhibitoria de la
antitrombina se incrementa enormemente en presencia de
heparina o de su equivalente fisiolégico: el heparan sulfato.

El otro sistema de regulacion de la hemostasia secundaria se
realiza a través de la proteina C que una vez activada, actia
como un potente anticoagulante degradando los factores V' y
VIIl. En esta actividad proteolitica actia como cofactor la
proteina S.

Via extrinseca Via intrinseca
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Figura 2. Esquema de las vias de coagulacion segun el
modelo clasico. Tomado de: Nicoll et al., 2014.
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e Técnicas empleadas para la evaluacién de la
hemostasia secundaria

El estudio clasico de los distintos tiempos de coagulacion se
realiza mediante técnicas coagulométricas. Estas técnicas
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.

En los udltimos afios se han desarrollado nuevos equipos a
cabecera de paciente capaces de evaluar la hemostasia global
basados en tromboelastografia. La tromboelastografia permite
estudiar las propiedades viscoelasticas del coagulo de una
manera global y dindmica. Esta técnica se basa en la
incubacién de una muestra de sangre total en una cubeta
inclinada en la cual se inserta un eje que al girar detecta la
rigidez del coagulo El resultado del analisis de coagulacion se
obtiene de forma grafica y de manera simultanea a la
formacion del coagulo. Sobre esta gréafica se calculan distintos
pardmetros que aportan informacion sobre las diferentes fases
de la hemostasia.

Las pruebas convencionales que evalian la hemostasia
basica no tiene en cuenta los componentes celulares y
Unicamente proporcionan informaciéon sobre el tiempo de
iniciacion de la formacion de fibrina, por ello, presentan un
valor limitado para el manejo del paciente con hemorragia
intensa. En cambio, la tromboelastografia se realiza sobre una
muestra de sangre total y en un corto periodo de tiempo lo que
permite obtener de manera rapida una valoracion global de la
hemaostasia teniendo en cuenta la interaccion entre los factores
de coagulacién y los componentes celulares.

e Evaluacién de la hemostasia secundaria

- Tiempo de protrombina (TP)

Uno de los parametros basicos en el estudio de la hemostasia
secundaria es el tiempo de protrombina que es el tiempo que
tarda el plasma en coagular tras la adicién del factor tisular
recombinante, fosfolipidos y calcio. El resultado se puede
expresar en segundos, en porcentaje con respecto al TP
control o como INR que es el cociente entre el TP del paciente
y el del control elevado al indice de sensibilidad internacional
de la tromboplastina utilizada en la determinacion.

El TP se utilizar para evaluar la via extrinseca y la via final de
la coagulacién y también para monitorizar el tratamiento con
anticoagulantes orales antagonistas de la vitamina K como el
sintrom o la warfarina. Estos farmacos inhiben las
modificaciones postraduccionales dependientes de vitamina K
que sufren los factores Il, VII, IX y X para ser funcionales. Dado
que tres de estos cuatros factores forman parte de la via
extrinseca o de la via final de la coagulacion, se va a modificar
sobre todo el TP.

Un resultado normal en el TP descarta la alteraciéon de los
factores de la via extrinseca y de la via final comudn

Ante un resultado alterado del TP se debe comprobar en
primer lugar, que la cantidad de sangre de la muestra esté bien
enrasada con respecto a la marca del tubo. En segundo lugar,
se debe descartar la existencia de poliglobulia y la toma de
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farmacos antagonistas de la vitamina K o anti factor Xa en
base a la historia del paciente. Una vez descartadas estas
situaciones, un TP elevado puede indicar la presencia de
hepatopatia por lo que se debe evaluar el perfil hepatico del
paciente.

Si ninguna de estas situaciones explica la clinica del paciente
entonces se debe realizar un test de mezclas: afiadiendo al
plasma del paciente la misma cantidad de plasma control y
volviendo a determinar el TP. Si el TP corrige y pasa a ser
normal indica un déficit de los factores de la via extrinseca o
de la via comun. La desnutricibn o el sindrome de
malabsorcién pueden reducir los niveles de vitamina K y
explicar asi la elevacion del TP. Si estas dos entidades no
explican el cuadro del paciente se procedera a la dosificacion
de los factores de la via extrinseca y comun (X, V y Il) ya que
se han descrito deficiencias congénitas de todos estos
factores. La confirmacion de esta patologia se realizard con
pruebas genéticas.

Si por el contrario el TP no corrige tras la prueba de mezclas
habra que sospechar la presencia de un inhibidor como
anticuerpos frente al factor X o el factor V o bien el consumo
no documentado de farmacos con actividad anti-Xa.

- Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)

El TTPa es el tiempo que tarda el plasma en coagular tras
afiadir un compuesto que aporta una superficie cargada
negativamente (como la silica o el caolin), fosfolipidos y calcio
a una muestra de plasma anticoagulada con citrato. El
resultado se expresa en segundos y se utiliza para evaluar
fundamentalmente la via intrinseca de la coagulacién.

Esta prueba se utiliza para monitorizar el tratamiento con
heparina no fraccionada. La heparina es una
glucosaminoglucano muy sulfatado ampliamente utilizado
como farmaco anticoagulante. Se puede encontrar en dos
presentaciones farmacoldgicas: la heparina no fraccionada y
la heparina de bajo peso molecular. Ambos farmacos van a
producir la activacion de la antitrombina 1, la cual va a
bloquear la activacion de factor X y, ademas, la heparina no
fraccionada va a promover la interaccion entre la antitrombina
Il 'y la trombina blogueando la accion de esta dltima en el
proceso de coagulacion. Sin embargo, la heparina de bajo
peso molecular apenas tiene efecto sobre la trombina.

El tratamiento con heparina no fraccionada se monitoriza
utilizando el TTPa mientras que la administracién de heparina
de bajo peso molecular no suele requerir monitorizacion
debido a que no afecta el resultado del TTPa hasta dosis
verdaderamente elevadas.

Un resultado normal del TTPa no descarta una alteracién del
factor VII o del factor XIIl mientras que un resultado elevado
debe ser estudiado.

En primer lugar, se debe comprobar que el tubo de citrato esté
bien enrasado. También se debe descartar la presencia de
poliglobulia

Otras causas a valorar consultado la historia del paciente son
el tratamiento con heparina o farmacos anti factor X activado o
inhibidores de la trombina.
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Una vez descartadas estas situaciones, se debe ampliar el
tiempo de trombina. El tiempo de trombina mide el tiempo que
tarda en aparecer el coagulo tras la adicion de trombina al
plasma citratado y sirve para evaluar la etapa final de la
coagulacion: la formacion de fibrina a partir del fibrinégeno. Un
tiempo de trombina alargado puede indicar hipofbrinogenemia,
disfibrinogenemia, hiperfibrinolisis o la presencia de farmacos
como la heparina no fraccionada o los inhibidores de la
trombina.

Un TT normal junto con un TTPa alargado indica un déficit de
alguno de los factores de coagulacién de la via intrinseca o
bien la presencia en el plasma de algun elemento que bloquee
la accion de estos factores (Figura 3).

Para diferenciar entre estas dos situaciones se suele realizar
un test de mezclas. Si el TTPa corrige, es decir se encuentra
dentro de los valores de normalidad esto sugiere el déficit de
alguno de los factores de la via intrinseca mientras que si se
mantiene elevado indica la presencia de algun inhibidor como
los anticuerpos anti-factor VIII (detectados mediante la técnica
de Bethesda) o el anticoagulante IUpico.

Si el TTPa corrige tras la prueba de mezclas esto indica un
déficit de los factores de la via intrinseca que puede deberse
al consumo de farmacos anti-vitamina K (ya que el factor IX es
dependiente de vitamina K) o a una hepatopatia cronica. Otras
causas menos comunes son la hemofilia A (déficit genético del
factor VIII), la hemofilia B (déficit genético del factor IX) o a la
enfermedad de von Willebrand.

El diagndstico de hemofilias se realiza mediante la dosificacion
de los factores de la via intrinseca que consiste en preparar
distintas alicuotas del plasma del paciente y afiadir a cada una
de ellas uno de los factores de la via intrinseca y medir el TTPa
en todas ellas. La alicuota en la que el TTPa corrija y presente
valores normales pondra de manifiesto que el paciente
presenta un déficit del factor que se haya afadido a dicha
alicuota. Finalmente, se realizardn pruebas genéticas para
detectar la variante causante de la patologia.

La enfermedad de von Willebrand es un trastorno genético que
conduce al déficit cuantitativo o cualitativo del factor de von
Willebrand que interviene en la adhesién de las plaquetas al
colageno y ademas transporta el factor VIII en sangre. Se

TTPa>45s
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Figura 3. Protocolo de actuacion ante un TTPa elevado.
Elaboracion propia.

diagnostica con pruebas de agregometria que mostraran
resultados alterados a la ristocetina. También se puede medir
la cantidad circulante del factor de von Willebrand.

Por otro lado, si se detecta una elevacion del TTPA junto con
elevacion del TT se debe realizar la determinacién del tiempo
de reptilasa. En esta prueba se utliza la batroxobina
procedente del veneno de la vibora de barba amarilla que es
capaz de convertir el fibrinégeno en fibrina y que, por tanto, no
se va a ver afectado por la presencia de compuestos con
actividad anti-trombina. En el caso de que el tiempo de
reptilasa sea normal se confirma la presencia de heparina o
inhibidores de la trombina en la muestra mientras que si es
elevado se debe sospechar de alteraciones en el fibrindgeno
por lo que en primer lugar se evaluara su concentracion.

- Fibrin6égeno

El dltimo parametro que forma parte del estudio basico de la
coagulacion es el fibrindgeno. El fibrinbgeno es una proteina
plasmaética sintetizada en el higado y precursora de la fibrina.

Los niveles de fibrinbgeno se pueden calcular mediante
métodos inmunoldgicos o coagulométricos.

El método coagulométrico o de Clauss estima la concentracion
de fibrindgeno en presencia de altas cantidades de trombina,
de modo que el tiempo que transcurre hasta la formacion del
coagulo sera inversamente proporcional a la concentracion de
fibrinégeno de la muestra.

El aumento de los niveles de fibrinbgeno tiene poca
repercusion clinica ya que el fibrinégeno es un reactante de
fase aguda positiva y se eleva ante cualquier proceso
inflamatorio.

La disminucion de los valores de fibrinbgeno estimados
mediante un método coagulométrico indica la existencia de
hipofibrinogenemia o disfibrinogenemia. Para distinguir estas
dos entidades habria que realizar la determinacién antigénica
del fibrinbgeno mediante métodos inmunolégicos. En las
hipofibrinogenemias, los niveles de fibrinbgeno antigénico se
encuentras  disminuidos, mientras  que en las
disfibrinogenemias los niveles antigénicos son normales.

FIBRINOLISIS

La fibrindlisis consiste en la eliminacion del coagulo de fibrina
durante la cicatrizacion de la herida y también se encarga de
eliminar los coagulos intravasculares para impedir la
trombosis.

El proceso comienza con la activacion del plasminégeno, una
proteina sintetizada en forma de cimdgeno por el higado y
liberada a la circulacion sanguinea.

El plasmin6égeno se convierte en su forma activa denominada
plasmina por accién de distintas proteinas conocidas como
activadores del plasminégeno. Algunas de estas proteinas
son: el factor XIlI activado, la trombina, el activador tisular del
plasminégeno y también ciertas proteinas bacterianas.

La plasmina degrada la fibrina y los factores V y VIII. El
proceso de degradacion de la fibrina va a origina un conjunto
de péptidos conocidos globalmente como productos de

187



CLIN12LAB | Libro de sesiones de los Laboratorios Clinicos 2022

degradacion de la fibrina entre los que se encuentran los
dimeros D.

La vida media del dimero D es de unas ocho horas y se elimina
principalmente por via renal. Se encuentran valores elevados
del dimero D en situaciones que se acompafian de un aumento
de la actividad fibrinolitca como en la enfermedad
tromboembodlica venosa y, por el contrario, la ausencia de
dimero D en plasma puede sugerir que la formacién del trombo
no ha tenido lugar.

El dimero D presenta un elevado valor predictivo negativo para
el diagndstico de la enfermedad tromboembdlica venosa de
modo que valores inferiores a 500 ng/mL practicamente
descartan esta patologia.

La enfermedad tromboembdlica venosa comprende dos
entidades clinicas que comparten tratamiento: la trombosis
venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar. Ambas
entidades poseen una mortalidad entre 10-17% y pueden
cursar de forma silente, con sintomas inespecificos o incluso
provocar una muerte subita.

Las guias actuales recomiendan aplicar escalas clinicas como
la escala de Wells simplificada para evaluar el riesgo que tiene
el paciente de presentar una enfermedad tromboembdlica
venosa. Ante un elevado riesgo se realizara directamente una
ecografia venosa para confirmar o descartar totalmente la
patologia. En aquellos pacientes con un riesgo bajo o
moderado se evaluaran los niveles plasmaticos de dimero D:
si son inferiores a 500 ng/mL, se descarta el diagnostico de la
patologia mientras que un resultado por encima de este valor
implica la realizacién de una ecografia venosa para confirmar
el diagnostico.

TROMBOFILIA

El término trombofilia se define como la tendencia a desarrollar
episodios tromboticos debido a factores genéticos o
adquiridos, o mas frecuentemente a la combinacién de ambos.
La trombofilia se traduce en un aumento de la generacion de
trombina originada por un desequilibrio en el sistema
hemostatico dando lugar a un estado de hipercoagulabilidad
sanguinea. Clinicamente la trombofilia se manifiesta mediante
la aparicion de la enfermedad tromboembdlica venosa.

La aparicion de la enfermedad tromboembdlica venosa suele
deberse a una combinacidn de factores genéticos y adquiridos.

Las pruebas utilizadas para el estudio de trombofilias se
clasifican en dos grupos: aquellas encaminadas a la deteccién
de una alteraciéon de la funcion inhibitoria de la coagulacion
como los déficits de antitrombina, proteina C y la proteina S o
aquellas destinadas a identificar incrementos de la actividad
procoagulante como las mutaciones del factor V, de la
trombina o el sindrome antifosfolipido.

El déficit de antitrombina es el déficit de los anticoagulantes
naturales mas severos clinicamente. Para la determinacion de
los niveles de antitrombina se emplea un método cromogénico
gue utiliza trombina recombinante. Esta enzima va a degradar
un sustrato cromogénico para producir un compuesto
coloreado. Para medir la actividad de la antitrombina se afiade
a la muestra heparina que incrementara la actividad de la
antitrombina la cual bloqueara a su vez la reaccion catalizada
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por la trombina de tal manera que la intensidad de color
registrada sera inversamente proporcional a la actividad de la
antitrombina.

El déficit de la proteina C conduce a una sobreactivacion de
los factores V y VIl de la coagulacion lo que aumenta el riesgo
de ETV. Para el estudio inicial del déficit de la proteina C se
suelen utilizar métodos cromogénicos similares a los de la
antitrombina en los que se emplea un sustrato cromogénico
especifico para la proteina C y el veneno de una serpiente del
género Agkistrodon capaz de originar la activacion de la
proteina C.

Para la determinacion de los niveles de la proteina S (cofactor
de la proteina C) se recomienda iniciar el estudio con técnicas
antigénicas capaces de detectar la fraccion libre como la
inmunoturbidimetria.

Para completar el estudio de trombofilias se debe determinar
también aquellas situaciones que producen un incremento de
la actividad coagulante como ocurre con determinadas
mutaciones sobre el factor V, la trombina o ante la presencia
del anticoagulante lupico.

El factor V desempefia un papel crucial en la via final de la
coagulacién ya que participa en la formacion del complejo
protrombinasa. La actividad del factor V esta regulada por la
proteina C que una vez activada se va a encargar de degradar
este factor. La resistencia a la proteina C activada implica una
falta de inhibicion del factor V en presencia de la proteina C
activada produciendo una actividad procoagulante elevada.
Esta resistencia esta causada en la mayoria de los casos por
una mutacion puntual en el factor V que da lugar a una proteina
modificada conocida con el nombre de factor V Leiden que es
mucho mas resistente a la degradacion por parte de la proteina
C. El estudio de resistencia a la proteina C activada comienza
midiendo el TTPa del paciente en situacion basal y tras afiadir
la proteina C activada recombinante. Si el TTPa tras la adicion
de la proteina C activada no llega a duplicarse se debe estudiar
la presencia del factor V Leiden mediante técnicas de biologia
molecular encaminadas a encontrar la variante genética
responsable de la patologia.

También se han descrito situaciones de hipercoagulabilidad
asociadas a determinadas variantes en el gen de la
protrombina. La presencia de estas variantes debe
determinarse mediante métodos de biologia molecular como
la PCR a tiempo real.

Para completar el estudio de trombofilias se debe descartar la
existencia del sindrome antifosfolipido. Este sindrome se
considera una enfermedad autoinmune caracterizada por la
aparicion de manifestaciones clinicas como trombosis o
abortos de repeticion y la presencia de anticuerpos
antifosfolipidicos. Este sindrome se estudia evaluando la
presencia de anticoagulante lapico (AL), anticuerpo
anticardiolipina (ACA IgM-lgG) o anticuerpos anti-b2-
glicoproteina I. Actualmente no se conoce el mecanismo por el
cual estos autoanticuerpos favorecen la aparicién de trombos.
Para la determinacion de los anticuerpos anticardiolipinas y
anti b-2-glicoproteina | se utilizan técnicas inmunométricas y
un resultado positivo se debe confirmar con una segunda
muestra transcurrido un periodo de 12 semanas.

e Anticoagulante lupico
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La medicion del anticoagulante lGpico es compleja y las guias
clinicas recomiendan utilizar dos técnicas diferentes: la prueba
del veneno de vibora de Russel diluido y el tiempo de
coagulacidén con silica. En ambos casos se utiliza un test de
cribado en el que se calcula el cociente entre el TTPa del
paciente con respecto al de una muestra control. Si este ratio
es menor de 1,2 en ambas pruebas se descarta la existencia
del anticoagulante lapico mientras que si es mayor a 1,2 en
cualquiera de las determinaciones, se deben realizar pruebas
confirmatorias.

Para estas pruebas de confirmacion se utilizan las dos
metodologias anteriores, pero afiadiendo un exceso de
fosfolipidos que supera la capacidad de union de los
anticuerpos presentes en el plasma. A continuacion, se calcula
el ratio confirmatorio, como el cociente entre el TTPa de la
muestra y del control. En presencia del anticoagulante lUpico
esta ratio debe ser mucho mas préximo a 1 porque el exceso
de fosfolipidos neutralizaria la presencia de los anticuerpos
sobre el TTPa del paciente.

Finalmente, para cada una de las dos metodologias se calcula
el ratio normalizado como el cociente entre el ratio obtenido en
la prueba de cribado y el ratio en la prueba confirmatoria. Si
este cociente es mayor de 1,2 para cualquiera de las dos
metodologias, se confirma la presencia del anticoagulante
lupico.

Al igual que en el caso anterior se suele realizar la
confirmacion del resultado en una segunda muestra obtenida
12 semanas después de la primera.
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INTRODUCCION

Las alteraciones en las pruebas basicas de coagulacién
pueden tener diversas implicaciones, desde artefactos o
alteraciones leves con poca transcendencia clinica, hasta ser
un signo precoz de enfermedades que pueden resultar una
amenaza para la vida y que precisan, por tanto, un
diagnéstico precoz para evitar graves complicaciones. Es por
ello importante conocer las distintas causas que pueden
producir alargamiento del Tiempo de Tromboplastina Parcial
activado (TTPa). El presente capitulo se va a centrar en el
estudio del TTPa alargado de forma aislada.

FISIOLOGIA BASICA DE LA COAGULACION
e Modelo clasico de la coagulacién

La teoria clasica de la coagulacion ha dividido ésta en
hemostasia primaria y hemostasia secundaria. En la
hemostasia primaria, la lesién vascular conlleva una
vasoconstriccion reactiva asi como una disrupcion del
endotelio con exposicion del colageno subendotelial lo que
va a llevar a la unién del Factor von Willebrand (FVvW) que
mediara la adhesion de las plaguetas circulantes a través de
la GPlb. Posteriormente se producird la activacion
plaquetaria, liberando desde sus granulos mediadores como
el ADP o prostaglandinas, que van a favorecer la activacion
y agregacion plaquetaria, mediante la unién del fibrinégeno a
la GPlIb/llla (denominada actualmente integrina allbB3) de la
superficie plaquetaria, dando lugar a la formacién del tapén
plaquetario.

La hemostasia secundaria se produce de forma paralela a la
primaria tras la lesion vascular. Se pueden identificar dos
vias de activacion: via extrinseca y via intrinseca. El inicio de
la via extrinseca ocurre al exponerse el factor tisular (FT)
subendotelial lo que va a dar lugar a una activacion en
cascada de los distintos factores de coagulacion. De este
modo, el FT se va a unir al FVII activandolo, y acto seguido
el FVlla va a activar al FX, que junto con el FV y el calcio van
a formar el complejo activador de la protrombina, activando
el Fll y dando lugar a la formacién de trombina (Flla) que
catalizara la conversion de fibrinégeno a fibrina y su
polimerizacion para la formacion del coagulo.

Por otro lado, la activacion por la via intrinseca tiene lugar a
través de los factores de contacto, como el quininégeno de
alto peso molecular (HWMK, por sus siglas en inglés) o la
precalicreina (PK). Estos producen la activacion del FXII, que
va a activar al FXI y este Gltimo producira la activacion del
FIX. ElI FIXa conllevara la activacion del FVIII vy, juntos,
activaran al FX, continuando por la via comdn hasta la
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formacion de la fibrina como se ha descrito previamente
(Figura 1).

Por ultimo, el FXIII, que es activado por la trombina, producira
el entrecruzamiento de los puentes de fibrina aportando una
mayor estabilidad y resistencia a la lisis del coagulo.

Este esquema de activacion de la coagulacion en dos vias
(extrinseca e intrinseca) sigue siendo Util para orientar los
estudios de coagulacion in vitro.

Xl = Xlla | Via intrinseca ‘
o v
ST
v
IX - IXa Vlla < VII
<+«— Ca*+ T ——
v 3 Via extrinseca
Complejo activador

VIl - Vlla
Complejo tenasa: v
e by |
b de la protrombina:
& (Va, Xa, Ca*+, fosfolipidos)

(Vllla, IXa, Ca*+, fosfolipidos
<
| Protrombina | S [ Trombina |

G

| Viacomin | [Fiblinegene] —> [NFibrinat

v

[ X | I Polimeros de fibrina l

Figura 1. Vias de la coagulacion. Adaptado de: Bernardo
Gutiérrez, 2018.

e Modelo celular de la coagulacion

Hoy en dia esta mas aceptado, en cuanto a fisiologia se
refiere, el modelo celular de la coagulacion. Este es capaz de
integrar ambas fases de la teoria clasica (primaria y
secundaria) y de explicar la relacion temporal entre las vias
extrinseca e intrinseca. Divide el proceso de la coagulacion
en ftres fases: la iniciacion, donde ejerce un papel
fundamental la interaccién del FT con el FVIIl y la adhesion
plaquetaria para la formacion inicial de una pequefia cantidad
de trombina. Posteriormente la amplificacion, donde tendra
lugar la activacion de las plaquetas y cobraran importancia el
FVIIl'y el FV.Y por ultimo la propagacion, en la cual se van
a activar el complejo tenasa y el complejo activador de la
protrombina para producir una gran cantidad de trombina (la
llamada “explosion de trombina”), que permitira la formacion
de grandes cantidades de fibrina asi como la estabilizacion
del coagulo, por medio del FXIIl y por retroalimentacion
positiva de los mecanismos previamente descritos.
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PRUEBAS BASICAS DE LA COAGULACION
e Principios generales

La mayoria de los coaguldmetros actuales estan basados en
métodos de turbidimetria, que se fundamentan en la
diferencia de densidad éptica del plasma al ser atravesado
por un haz de luz durante el proceso de coagulacién. Van a
medir el tiempo desde que se desencadena la reaccién hasta
la formacion del coagulo. El resultado se puede expresar en
segundos o en forma de ratio (al compararlo con el resultado
de un plasma normal).

e Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
(TTPa)

El TTPa, también conocido como tiempo de cefalina, permite
evaluar la via intrinseca de la coagulacién, pero también la
via comin. Las principales aplicaciones clinicas son la
monitorizacién de la terapia antitrombética con heparina no
fraccionada (HNF) y la deteccidn de déficits factoriales en la
via intrinseca (VIII, IX, XI, XII).

La determinacion del TTPa se lleva a cabo afadiendo el
reactivo comercial al plasma e incubandolo a 37°C durante
unos minutos para que se produzca la activacion de los
factores de la via intrinseca y la via comun. Posteriormente
se afiade cloruro calcico que va a catalizar la formacion del
coagulo y se mide el tiempo desde la adicién del calcio hasta
la detecciéon del coagulo. El reactivo comercial del TTPa
contiene un activador de contacto (caolin, silica o acido
elagico) y fosfolipidos (cefalina o tromboplastina parcial)
(Figura 2).

Cloruro

cdlcico

FXIl _yFXlla

J v
‘ FXI _yFXla

¥
FIX _yFlXa
Incubar a ‘

379C
durante 3-5
minutos FX _« FXa

Fvill Dl

FVa fl

Pratrambina (FIl) _y Trombina (Flla)

Plasma problema +
fosfolipidos + activador

Formacion
Fibrindgeno (FI) _x del codgulo
de fibrina

de contacto

Figura 2. Técnica de realizacion del TTPA. Adaptado de:
Adcock et al., 2018.

Los valores de referencia del TTPa varian entre los distintos
laboratorios, porque van a depender del equipo, el
anticoagulante, el tubo, el tipo de reactivo y el lote. Ademas,
también existen distintos rangos de normalidad para el TTPa
en funcion de la edad, como se representa en la Tabla 1.

Limite Limite
inferior  superior
Edad (s) (s)
> 18 afios 20 40

15dias-1mes | 27,6 45,6
1 -5 meses 24,8 40,7
6 - 11 meses 25,1 40,7
1 -5 afios 24 39,2

6 - 10 afios 26,9 38,7

11 - 17 afios 24,6 38,4

Tabla 1. Valores de normalidad para TTPa segln la edad.
Valores definidos en segundos (s). Adaptado de: Bernardo
Gutiérrez, 2018.

e Tiempo de Protrombina (TP)

El tiempo de protrombina (TP) permite evaluar la via
extrinseca de coagulacion, y también la via comdn. Las
principales aplicaciones son la monitorizacion de la terapia
anticoagulante con antagonistas de la vitamina K (como el
acenocumarol o la warfarina) y la deteccion de déficits de
factores de la via extrinseca (ll, V, VII, X).

La determinacién del TP se produce afiadiendo al plasma el
reactivo que contiene la tromboplastina, que es una mezcla
de factor tisular y fosfolipidos. A esto se le afiadira el cloruro
calcico que va desencadenar la reaccion de coagulacion y se
medira el tiempo hasta la formacién del coagulo.

Ademas de su expresion en segundos, el TP también se
puede expresar, por medio de comparacion con curvas de
referencia o ratios de normalidad, en forma de: Actividad de
la Protrombina (%), ratio de TP y en INR (validado para el
control de la terapia anticoagulante con antagonistas de la
vitamina K).

e Tiempo de Trombina (TT)

El tiempo de trombina (TT) permite evaluar la funcionalidad
del fibrinbgeno asi como la presencia de inhibidores de la
formacion o la polimerizacion de la fibrina (como inhibidores
de la trombina o los productos de degradacion de la fibrina,
respectivamente).

Para su determinaciéon se afladen pequefias cantidades de
trombina al plasma y se mide el tiempo hasta la formacion
del coagulo.

e Tiempo de Reptilasa (TR)

Para la determinacion del tiempo de reptilasa (TR) se emplea
la batroxobina, que es una enzima proteolitica
funcionalmente similar a la trombina, derivada del veneno de
la vibora bothrops atrox. A diferencia de la trombina, no se
inhibe por la heparina y los farmacos inhibidores de la
trombina (anti-lla) de modo que su principal utilidad, en
combinacién con el TT, es la de detectar la presencia de
heparina en la muestra (TT alargado con TR normal).
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e Fibrindgeno

El fibrinbgeno derivado permite la cuantificacion del
fibrinbgeno de una manera aproximada, aunque rapida y
barata, debido a que se trata de un parametro indirecto
basado en que la cantidad de fibrinbgeno en plasma es
inversamente proporcional al tiempo que tarda en coagular
la muestra. Se estima a través de la amplitud delta del TP
(diferencia en la absorbancia al inicio y al final de la reaccion).

Para una cuantificacion mas precisa de los niveles
funcionales de fibrinbgeno, se puede realizar la técnica de
Clauss (o fibrin6geno coagulativo), que consiste en una
prueba similar al TT modificado. Sobre una muestra de
plasma diluido, con baja concentracion de fibrinbgeno, se
administra una gran cantidad de trombina, se mide el tiempo
hasta la coagulacion y se extrapola sobre unos valores de
referencia poblacional para el calculo de la concentracion. Es
un método mas preciso ya que en esta situacion el factor
limitante de la reaccion es la concentracion de fibrinégeno.

Por ultimo, se puede realizar la cuantificacion del fibrinégeno
por métodos inmunoldgicos como los ELISA, pero son
métodos mas antigénicos que funcionales. Las discrepancias
entre estos dos Ultimos métodos son caracteristicas de las
disfibrinogenemias.

e Test de mezclas

Esta prueba consiste en la mezcla de plasma del paciente
con plasma normal, manteniendo una proporcion 1:1,
repitiendo la determinacion del parametro alterado (TP o
TTPa) y valorando el grado de correccion del mismo. Esta
correccion se debe determinar de manera inmediata tras la
mezcla y, en determinadas situaciones, tras incubacion
durante 2h a 37°C. El plasma normal se puede obtener a
partir de un pool de plasmas de pacientes sin alteraciones en
el estudio basico de coagulacion.

Para valorar el grado de correccion del TTPa en el test de
mezclas, se pueden emplear el indice de Rosner:
TTPa (M) — TTPa (N)

Indice de Rosner (IR) = TTPa (P) x 100

Siendo “P” el plasma del paciente, “N” el plasma normal y
“M” la mezcla del plasma del paciente y el plasma normal.

En funcién del resultado:

— IR menor de 12%: Indica correccion, que orienta a déficit
factorial.

— IR mayor de 15%: Indica ausencia de correccion, que
orienta a presencia de un inhibidor.

— IRentre 12%y 15%: Resulta dudoso y debe ser valorado
de forma individualizada.

Existen otros métodos empleados en el estudio de la
hemostasia:

— La inmunoturbidimetria, basada en la aglutinacién de
particulas de latex empleada para la cuantificacién de
los dimeros-D.

— Los métodos de oclusién, que se utilizan para el estudio
global de la funcion plaquetaria.

— Los métodos cromogénicos, para la dosificacion de
factores de la coagulacion.
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— Los métodos mecéanicos, como la tromboelastografia
(TEG®) y la tromboelastometria rotacional (ROTEM®),
gue se basan en la determinacion de las propiedades
viscoeléasticas del codgulo para evaluar de forma global
la funcién hemostatica.

ESTUDIO DEL TTPa ALARGADO

En el estudio reglado del TTPa alargado de forma aislada, se
recomienda:

— 1°. Descartar que se deba a artefactos por alteraciones
en la fase preanalitica, fundamentalmente muestra
insuficiente 0 muestra coagulada.

—  2° Descartar la presencia de heparina u otros farmacos
inhibidores en la muestra, ya sea administrado como
tratamiento al paciente o por contaminacion al extraer la
muestra de un acceso vascular heparinizado. Para ello,
desde el punto de vista del laboratorio se realizara una
determinacion del TT que en caso de resultar normal
descartaria la presencia de heparina (en la gran mayoria
de los casos). Si el TT esta alargado, habria que realizar
el TR, que si es normal sugiere la presencia de heparina
(o farmacos anti-lla) en la muestra. En caso de TR
alargado, seria sugestivo de alteraciones a nivel del
fibrinégeno o de hiperfibrinolisis.

— 3% Una vez descartada la presencia de heparina en la
muestra, habria que realizar un test de mezclas como se
ha descrito anteriormente. En caso de que el TTPa
corrija, hay que considerar un déficit de factores (via
intrinseca o factores de contacto). Si el TTPa no corrige
habria que plantearse la presencia de un inhibidor ya
sea especifico (como los inhibidores contra el FVIll en la
hemofilia adquirida) o inespecifico (anticoagulante
lUpico).

Ante la presencia de TTPa alargado, especialmente en
situaciones de urgencia en las que en la mayoria de los
laboratorios no se pueden realizar estudios especiales de
coagulacién (como la dosificacion de factores), es importante
valorar la clinica del paciente, investigar la toma de farmacos
y los resultados del test de mezclas.

Por tanto, en situaciones de TTPa alargado con un test de
mezclas que corrige hay que plantearse en primer lugar un
déficit de factores de la via intrinseca o una enfermedad de
von Willebrand (EvW) grave. En los casos de TTPa alargado
gue no corrige tras el test de mezclas, se debe la presencia
de un inhibidor, y tras haber descartado la presencia de
farmacos (heparina, anti-la como dabigatran) lo mas
probable es que se trate de la presencia de anticoagulante
lipico (AL); sin embargo, si se acompafia de clinica
hemorragica hay que tener en cuenta la posibilidad de que
se trate de un inhibidor especifico (como es el caso de la
hemofilia adquirida) (Figura 3).
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|
Con clinica hemorragica |
I

! }

l

Sin clinica hemorragica

Test de mezclas Test de mezclas Test de mezclas Test de mezclas
no corrige corrige no corrige corrige
Inhibidor frente al | | HNE HPBM o| | Déficit de factores AL Déficit de factores
FVIIL FIX. EXI o FI dalé)igatrén de via intrinseca contacto o FXII
- EVW grave _

Figura 3. Algoritmo diagnéstico del TTPa alargado en
situaciones de urgencia. TTPA R: Ratio de Tiempo de

Tromboplastina Parcial Activado. HNF: Heparina No

Fraccionada. HBPM: Heparina de Bajo Peso Molecular.
EVW: Enfermedad de Von Willebrand. AL: Anticoagulante
Lupico. FI: Fibrinbgeno. Adaptado de: Bernardo Gutiérrez,

2018.

CAUSAS DE TTPa ALARGADO DE FORMA AISLADA -

e Causas de alargamiento espurio del TTPa

En primer lugar, es importante descartar que el alargamiento
del TTPa se debe a un artefacto por lo que conviene conocer
las principales variables preanaliticas que pueden afectar a

dicho resultado:

— Muestra insuficiente (Figura 4A). Cuando se llena el tubo
debe hacerse hasta la linea de enrase, porque un
llenado insuficiente implicara una desproporcién entre la
cantidad de anticoagulante y el plasma de la muestra a
favor del primero, produciendo un falso alargamiento de

los tiempos de coagulacion.

— Variaciones en el hematocrito (Figura 4B). De modo

similar, un hematocrito elevado

implicara menor

cantidad de plasma en la muestra. En condiciones
normales, la proporcion de sangre total respecto al
anticoagulante es de 9:1 y la del plasma de 5:1. Por lo

general, un hematocrito

A

Muestra enrasada
correctamente

>55%,
significativamente la  proporcion

puede
y producir un

alterar

alargamiento del TTPa (y de otros tiempos). Idealmente
habria que ajustar manualmente la cantidad de
anticoagulante en el tubo antes de extraer la muestra
para evitar este artefacto en los casos con hematocrito
elevado ya conocido. Se puede calcular mediante la
siguiente formula:

Volumen de anticoagulante (mL) = 100 — hematocrito
paciente (%) x Volumen sangre de la muestra/ 595 —
hematocrito paciente (%).

Tipo de anticoagulante. Se recomienda emplear citrato
trisodico dihidratado al 3.2% (frente a la opcién de citrato
al 3.8%).

Contaminacion con heparina. La presencia de heparina
en la muestra como contaminante puede ocurrir al
realizar la extraccibon de un acceso vascular
heparinizado. Por este motivo las muestras para
estudios de coagulacion se deben extraer de
venopuncion.

Tiempo desde la extraccién hasta el andlisis. Es
importante que el tiempo desde que la muestra se extrae
hasta que se determinan los distintos parametros sea
menor a 4 horas. El TTPa es especialmente sensible a
este paso del tiempo debido a la corta vida media del
FVIIL.

Muestra coagulada. La presencia de un coagulo en la
muestra previo al analisis de la misma puede cursar con
alargamiento o acortamiento de los tiempos de
coagulacién por el consumo de factores o inhibidores de
la coagulacion.

Existen otras situaciones en las que, aunque no se
produce un alargamiento del TTPa, hay que tener en
cuenta su posible efecto sobre este u otros tiempos de
la coagulacion: hiperbilirrubinemias y hemdlisis pueden
acortar falsamente los tiempos de coagulacion, mientras
gue hipertrigliceridemias marcadas pueden impedir la
determinacion de los mismos (por interferencia sobre los
métodos oOpticos).

Muestra mal enrasada
(muestra insuficiente)

B Normal Alto
3
Citrato
'- - sodico
Plasma

Hematocrito

Figura 4. Variables preanaliticas que pueden alargar el TTPA como artefacto. A. Llenado insuficiente del tubo de
citrato, por debajo de la linea de enrase. Adaptado de: Dominguez J et al, 2018. B. Efecto del hematocrito sobre el
volumen relativo de anticoagulante en la muestra. Adaptado de: Kamal et al., 2007.
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e Causas de alargamiento real del TTPa

El siguiente apartado se centra en describir causas de
alargamiento aislado del TTPa. No obstante, en la Tabla 2 se
muestran causas de alargamiento del TTPa que coexisten
con alteraciones en otros tiempos de la coagulaciéon (TP y
TT).

Posibles

diagndsticos

Déficit de Factor VIII,
IX, XI, XIlI,
precalicreina, HMWK,
anticoagulante lupico,
inhibidor especifico de
factor

Alargado Normal Normal

Déficit de multiples
factores (p.ej:
hepatopatia, déficit
vitamina K,
anticoagulantes
orales), déficit de
factor V, X o Il,
inhibidor especifico de
factor

Alargado  Alargado Normal

Anticoagulantes, CID,
coagulopatia
dilucional,
hepatopatia, déficit
fibrinégeno o
disfibrinogenemia,
hiperfibrinolisis

Alargado  Alargado  Alargado

Tabla 2. Causas de alargamiento del TTPa. Adaptado de:
Pai M, 2017.

Las principales causas de TTPa alargado de forma aislada
se describen a continuacion:

— Déficit de factores via intrinseca. Para hallar el factor
implicado es preciso la dosificacion (o cuantificacion) de
los mismos, como se detallara méas adelante. Estos
trastornos se podrian dividir en funcién de si producen o
no cinica hemorragica:

1. Con clinica hemorragica:
—  Déficit de factor VIII o hemofilia A.
— Déficit de factor IX o hemofilia B.
— Déficit de factor XI.
2. Enausencia de clinica hemorragica:
—  Déficit de factor XII.
—  Déficit de factores de la via de contacto: PK, HMWK.

Para la dosificacion de los factores de la coagulacién se
pueden emplear los siguientes métodos:

1. Métodos coagulométricos (Figura 5). Se basan en la
mezcla del plasma del paciente con un plasma carente
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exclusivamente del factor que se pretende dosificar y se
determina un tiempo de coagulacion (TTPa o TP en
funcion de la via correspondiente al factor a estudiar).
Este tiempo serd inversamente proporcional a la
concentracion de factor en el plasma del paciente.
Todos los factores se determinan mediante este método,
excepto el FvW, el FVIII cromogénico y el FXIIL.

Volimenes equivalentes de
plasma deficiente en factor

144

Diluciones seriadas del
plasma normal (1/10,
1/20,1/40, etc)

Realizacién

de TTPa Andlisis de los datos

TTPa (segundos)

o 8 8 8 8

Voltimenes equivalentes de

plasma deficiente en factor 1

===

1/1000 1100 1m0
‘ ‘ ‘ = 0.01 IWmL = 0.1 IW/mL

l I I Diluciones

Diluciones seriadas del
plasma problema (1/10,
1/20,1/40, etc)
Figura 5. Método coagulométrico para la dosificacion
de factores de la via intrinseca. Adaptado de: Marlar et

al., 2020.

Realizacion
de TTPa

Métodos cromogénicos. Se basan en el empleo de
sustratos sintéticos que mimetizan el sustrato natural de
algunos factores de la coagulacion. Estos sustratos
llevan unida una sustancia cromégena que sera liberada
cuando el factor ejerza su accion proteolitica sobre el
sustrato, de modo que se emitird una cantidad de color
que sera medida a una longitud de onda determinada.
De este modo, a mayor emisién de color mayor cantidad
de factor habra en el plasma.

Métodos antigénicos: Basados en las reacciones
antigeno-anticuerpo, como las técnicas de ELISA.

Presencia de inhibidores adquiridos especificos. Este es
el caso de los inhibidores del factor VIII o hemofilia A
adquirida, cuando aparecen fuera del contexto de la
hemofilia congénita. También existen inhibidores contra
el resto de factores de la coagulacion, aunque son
mucho menos frecuentes. Los inhibidores se detectan
por la ausencia de correccion del TTPa en el test de
mezclas (aunque puede corregir en los casos con muy
bajo titulo de inhibidor) y, de forma caracteristica, por la
presencia de potenciacion tras incubar a 37°C durante
2h. Esto es porque a esta temperatura se favorece la
unién del inhibidor al factor VIl potenciando asi su
inhibicion.

La cuantificacion del titulo de inhibidor se puede realizar
mediante la técnica de Bethesda-Nijmegen que consiste
en la mezcla a partes iguales de plasma del paciente con
plasma normal (con FVIII aprox. 100%) y su incubacion
durante 2 horas a 37°C. Tras la determinacion posterior
del FVIII residual, el titulo de inhibidor en unidades
Bethesda (UB) se extrapolara conociendo que 1 UB se
define como la cantidad de inhibidor que neutraliza el
50% del FVIII en plasma normal tras haber sido
incubada a 37°C durante 2 horas.

\\r\-\,w =0.1 U/mL

Normal = 1 IU/mL
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Anticoagulante lUpico. La presencia de anticoagulante
lGpico consiste en la demostracion de inhibicion no
especifica de factor, por accion de anticuerpos
antifosfolipido. Es por ello que para su determinacion se
debe demostrar el alargamiento de los tiempos de
coagulaciébn  empleando  reactivos con  baja
concentracion de fosfolipidos (prueba de cribado) y la
correccion de los mismos con reactivos con una
concentracion de fosfolipidos elevada (prueba de
confirmacion). Habitualmente se emplean 2 técnicas
distintas para aumentar la sensibilidad: el tiempo de
coagulacion con silica (SCT) y el tiempo de veneno de
vibora Russell diluido (dRVVT). La presencia de
anticoagulante IUpico, independientemente de la
presencia de otros anticuerpos antifosfolipido como anti-
cardiolipina (aCL) o anti-B2-glicoproteina-l (aB2GPI), se
relaciona con un aumento del riesgo tromba@tico.

Enfermedad de von Willebrand. En este caso el
alargamiento del TTPa se produce por degradacion del
FVIII. En condiciones normales, el FVIII circula unido al
FVW a través de su dominio FVYW:VIII, lo que evita la
degradacion del FVIII que en su forma libre tendria una
vida media muy reducida. No todas las formas de
enfermedad de von Willebrand producen alargamiento
del TTPa; dependera del tipo o de la gravedad de la
misma.
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INTRODUCCION

Las vasculitis son un conjunto heterogéneo de enfermedades
de baja prevalencia caracterizadas por la inflamacién de la
pared vascular a nivel sistémico. La inflamacion se
acompafia de obstruccién del flujo sanguineo y alteraciones
en la estructura endotelial que desencadenan estenosis,
trombosis y rotura vascular, afectando a los 6rganos
irrigados con una reduccioén del aporte sanguineo que puede
generar isquemia y necrosis.

El cuadro puede ser idiopatico o secundario a diversos
factores como infecciones, tratamientos farmacolégicos,
neoplasias o enfermedades sistémicas. Frecuentemente los
pacientes afectados presentan antecedentes familiares de
enfermedades autoinmunes o predisposicion genética.

El diagnostico temprano es esencial para evitar las
complicaciones asociadas a la evolucién de la patologia, sin
embargo, la deteccién temprana es compleja debido a la
amplia variabilidad de 6rganos afectados, sintomatologia
inespecifica, falta de criterios  diagnosticos vy
desconocimiento de la etiologia.

SINTOMATOLOGIA

Las vasculitis desencadenan sintomas inespecificos debidos
a la afectacién vascular generalizada: astenia, anorexia,
cefalea, mialgia, artralgia y lesiones a nivel cutaneo, entre las
que predomina la parpura palpable.

Los sintomas especificos de cada tipo de vasculitis son
dependientes de la localizacion de los vasos afectados, los
6rganos irrigados y la histopatologia de la lesién. Es
importante caracterizar estos sintomas para poder llevar a
cabo una correcta clasificacion de la patologia.

Desde un punto de vista vascular, los rifiones son los
drganos mas polimorficos, se encuentran irrigados por vasos
sanguineos de mudltiples tipos y calibres. Por ello,
independientemente del tipo de vaso al que afecte un tipo
concreto de vasculitis, los sintomas renales son frecuentes,
principalmente la glomerulonefritis.

TIPOS DE VASCULITIS

Se pueden clasificar atendiendo a varios criterios: etiologia,
patogénesis, tipo de vaso afectado, manifestaciones clinicas,
etc.

La clasificacion méas aceptada es la de la CHCC de 2012
(International Chapel Hill Consensus Conference) en la que
se clasifican las vasculitis en funcién del tamafo del vaso
afectado’.

e Vasculitis de gran vaso

Afectan principalmente a grandes arterias y sus ramas
principales. Se expresan en forma de arteritis
granulomatosas.

En la CHCC se definen dos tipos de vasculitis de gran vaso
con una gran similitud en su sintomatologia, diferenciadas
principalmente en funcién de la edad de aparicion y las
arterias afectadas:

- Arteritis de Takayasu: Aparece en individuos con una
edad inferior a los 50 afios. Los vasos mas
frecuentemente afectados son la aorta y sus ramas
principales.

- Avrteritis de células gigantes o de Horton: Predomina
en individuos mayores de 50 afios. Destaca la afectacion
anivel de las arterias carétidas y arterias vertebrales, asi
como sus ramas principales.

e Vasculitis de vaso mediano

Afectan a las arterias principales de los dérganos.
Frecuentemente se producen aneurismas y estenosis,
afectando a los 6rganos a los que irrigan los vasos dafiados.
Se dividen en dos tipos:

- Poliarteritis nodosa: Arteritis necrotizante con
alteraciones a nivel renal (excluyendo la
glomerulonefritis) acompafadas de sintomatologia a
nivel de sistema nervioso, digestivo, cardiaco y
afectacion cutanea.

- Enfermedad de Kawasaki: Se trata de una arteritis
asociada a sindrome mucocutaneo y ganglionar de
aparicion temprana, generalmente durante la infancia o
adolescencia. Frecuentemente afecta a las arterias
coronarias.
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e Vasculitis de vaso pequefio

- Asociadas a anticuerpos anti-citoplasma de
neutrofilo (ANCA): Caracterizadas por la presencia de
ANCA, que juegan un papel fundamental en la lesion de
la pared vascular. Se dividen en tres subclases, que se
desarrollaran mas adelante.

- Asociadas a inmunocomplejos: Producidas por
deposito de inmunoglobulinas y/o complemento en la
pared de los vasos de pequefio calibre. Se clasifican en
funcion del componente predominante en la formacion
del inmunocomplejo:

1. Enfermedad por  anticuerpos  anti-MBG
(sindrome de Goodpasture): Se caracteriza por el
depdésito de anticuerpos de tipo 1gG dirigidos contra
la membrana basal glomerular (MBG) que producen
glomerulonefritis  necrotizante, ocasionalmente
acompafiada de hemorragias pulmonares. Su
aparicion se ve favorecida por la presencia de
infecciones y la exposicién al tabaco.

2. Vasculitis crioglobulinémica: Las crioglobulinas
son inmunoglobulinas caracterizadas por precipitar
a temperaturas inferiores a 37°C y resolubilizarse
cuando la temperatura aumenta de nuevo. Se
depositan a nivel vascular produciendo dafio por
oclusion y mecanismos inmunes. En la mayor parte
de los pacientes se asocian a alteraciones
hematoldgicas (mieloma multiple,
macroglobulinemia de Waldestrom o leucemia
linfatica crénica) o enfermedades autoinmunes. Las
principales manifestaciones en este tipo de
vasculitis se producen a nivel cutaneo, renal y en el
sistema nervio periférico.

3. Vasculitis urticarial hipocomplementémica
(HUC): Se asocia con anticuerpos dirigidos contra
la fraccion Cl1qg del complemento. Cursa con
glomerulonefritis, artritis, enfermedad pulmonar
obstructiva, inflamacién ocular y urticaria. A nivel de
laboratorio, se caracteriza por
hipocomplementemia.

4. Vasculitis IgA (purpura de Schénlein-Henoch):
También denominada purpura anafiloide o
reumatica. Se produce por la acumulacién vascular
de inmunocomplejos con predominio de IgA. Los
sintomas aparecen principalmente en la infancia.
Cursa con alteraciones a nivel cutaneo,
gastrointestinal y renal, asociadas a artralgias y
artritis.

e Vasculitis de vaso variable:

La afectacion se produce a nivel generalizado, en vasos de
diversos tipos y calibres. Se clasifican en dos tipos en funcion
de la sintomatologia:

- Enfermedad de Behcget: Frecuentemente aparece
urticaria recurrente a nivel oral o genital, acompafada
de otras manifestaciones cutdneas, oculares,
gastrointestinales y/o a nivel del sistema nervioso
central.
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- Enfermedad de Cogan: Se caracteriza por lesiones
oculares y disfuncién vestibular.

e Vasculitis de érgano Unico:

Se incluyen en este grupo las vasculitis que afectan a un
6rgano concreto con alteraciones a nivel de diversos tipos de
vaso.

Se designan en funcion del 6rgano involucrado y el tamafio
del vaso afectado, por ejemplo, la vasculitis cutanea de
pequefio vaso.

ANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILO
(ANCA)

Los autoanticuerpos se definen como aquellos anticuerpos
dirigidos de manera errénea contra 6rganos o tejidos del
propio organismo.

En condiciones normales, el sistema inmune discrimina entre
sustancias extraflas y sustancias propias, generando
anticuerpos Unicamente hacia las sustancias extrafias. Sin
embargo, ocasionalmente el sistema inmunitario desarrolla
anticuerpos contra estructuras propias que el organismo
reconoce como extrafias, dando lugar a signos y sintomas
propios de enfermedades autoinmunes.

Los ANCA son autoanticuerpos, generalmente de tipo 1gG,
que reaccionan contra antigenos propios localizados en los
granulos citoplasmaticos de los neutréfilos, principalmente
mieloperoxidasa (MPO) y proteinasa 3 (PR3).

Las causas de la aparicion de ANCA son actualmente
desconocidas, aunque se han propuesto una serie de
factores como alteraciones a nivel hormonal, exposicion a
determinados antigenos infecciosos, farmacos o sustancias
téxicas, en combinacion con la predisposicion genética del
paciente.

Se pueden detectar ANCA en individuos sanos, sin embargo,
en estos casos se caracterizan por presentar titulos bajos,
menor avidez y diversidad; por tanto, desarrollan una
capacidad limitada de activar a los neutréfilos

La utilidad principal de su determinacion en el laboratorio
radica en el diagnéstico de vasculitis de pequefio vaso.
Ademas, los niveles de ANCA se correlacionan con la
actividad de la enfermedad y la efectividad del tratamiento,
por lo que son utiles en el seguimiento de estas patologias y
deteccion de recidivas.

Se consideran criterios para solicitud al laboratorio de la
determinacion de ANCA?:

—  Glomerulonefritis, en
progresiva.

especial  rapidamente

— Hemorragia pulmonar, principalmente sindromes
neumorrenales.

— Vasculitis cutdnea con afectacion sistémica.
—  Nodulos pulmonares mdiltiples.

— Enfermedad cronica destructiva de las vias aéreas
superiores.
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—  Sinusitis u otitis crénicas.
—  Estenosis traqueal o subglética.
—  Mononeuritis multiple o neuropatias periféricas.
— Masas retroorbitarias.
Se definen tres tipos principales de ANCA (Figura 1):
e C-ANCA (citoplasmaéticos)

Caracterizados por presentar una fluorescencia difusa, fina 'y
granulosa en el citoplasma de los neutrofilos.

Los anticuerpos con este patron reconocen proteinas
débilmente catiénicas o neutras, como la PR3.

e P-ANCA (perinucleares)

La fluorescencia se visualiza como una fina linea alrededor
del perimetro nuclear.

El patrén perinuclear se asocia con la presencia de
anticuerpos contra proteinas fuertemente catidnicas, como
MPO.

e X-ANCA (patron atipico)

Producido por la unién de los anticuerpos a otras proteinas
como catepsina G, lisozima y lactoferrina. Presenta
fluorescencia mixta, citoplasmética y perinuclear.

Se trata de un patrén poco frecuente que carece de utilidad
para el diagnostico y clasificacién de las vasculitis. Se
encuentra en enfermedades inflamatorias a nivel
gastrointestinal como colitis ulcerosa.

C-ANCA P-ANCA

Figura 1. Patrones de ANCA por inmunofluorescencia indirecta.

Elaboracién propia.

VASCULITIS ASOCIADAS A ANCA (VAA)

Se clasifican en este grupo aquellas vasculitis de caracter
necrotizante, caracterizadas por presencia de ANCA, que
cursan con inflamacion y formacion de granulomas a nivel de
los vasos de pequefio calibre.

La unién de los ANCA a los neutrofilos produce su activacion
y adhesion al endotelio, dando lugar a desgranulacion y
liberacion de citoquinas proinflamatorias que generan
lesiones a nivel de las células endoteliales en forma de
necrosis fibrinoide endotelial, caracteristica de las VAA.

El CHCC de 2012 incluye tres patologias en el subgrupo de
VAA: granulomatosis con poliangeitis o granulomatosis de
Wegener (GPA), granulomatosis eosinofilica con poliangitis
o sindrome de Churg-Strauss (EGPA) y poliangeitis
microscopica (MPA).

La incidencia de las VAA a nivel mundial es de 10-20 casos
por cada millén de habitantes al afio y es diferente en funcién
de la localizacion geogréafica. EGPA presenta un patron
similar a nivel mundial, GPA destaca en Europa y Estados
Unidos, mientras que en Asia predomina la MPA. Ademas,
se han descrito diferencias geograficas en las caracteristicas
de la enfermedad, probablemente debidas a las diferentes
condiciones ambientales, habitos dietéticos y patron
genético.

La edad y el nivel de creatinina en el momento del
diagnéstico son los principales factores predictivos de la
mortalidad. Ademas, la afectacion cardiaca y la
gastrointestinal se relacionan con un peor prondstico.

En cuanto a sus manifestaciones clinicas, se trata de
patologias multisistémicas con una amplia variabilidad en su
presentacion.

Generalmente comienzan generando una sintomatologia
inespecifica asociada a la inflamacion vascular generalizada:
malestar general, anorexia, mialgia y fiebre.

Progresan con edemas y necrosis de las células endoteliales
vasculares que desencadenan agregacion plaquetaria,
trombosis y oclusion de los vasos afectados.

Con el transcurso de la enfermedad aparecen sintomas
renales como la glomerulonefritis necrotizante,
acompafiados de alteraciones pulmonares (hemorragia
alveolar), neuroldgicas (mononeuropatia o polineuropatia
periférica), gastrointestinales (Glceras) y cardiacas
(miopericarditis).

La afectacion renal es el sintoma principal de las VAA debido
a que la capacidad de los ANCA para causar dafio endotelial
predomina en los vasos glomerulares.

En funcién de la sintomatologia se han divido las VAA en tres
entidades principales:

e Granulomatosis con poliangeitis o]
granulomatosis de Wegener (GPA)

Se define como una inflamacién granulomatosa de la pared
vascular o en la regién perivascular que se desencadena en
torno a la quinta o sexta década de vida.

Su presentacion clinica cursa con alteraciones a nivel del
tracto respiratorio superior, pulmonar y renal.

Las manifestaciones a nivel otorrinolaringoldgico incluyen
Ulceras en la mucosa oral, rinorrea sanguinolenta, epistaxis
y otitis media serosa.

A nivel pulmonar destaca la aparicion de nddulos con
tendencia a la cavitacion o infiltrados persistentes que
pueden ser detectados mediante pruebas de imagen. La
sintomatologia derivada de las alteraciones pulmonares
incluye hemoptisis y dolor toracico.
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Frecuentemente la afectacion renal se expresa en forma de
glomerulonefritis necrotizante caracterizada por proteinuria 'y
microhematuria.

Otros sintomas, aunque de baja frecuencia, aparecen a nivel
ocular, cutaneo y neuroldgico.

Generalmente se asocia a un patron C-ANCA con
especificidad anti-PR3.

e Granulomatosis eosinofilica con poliangitis o
sindrome de Churg-Strauss (EGPA)

Aparece en pacientes diagnosticados de asma, atopia o
rinitis alérgica recurrentes, principalmente de mediana edad.

La sintomatologia comienza con un cuadro similar al de la
patologia desencadenante, por lo que frecuentemente la
EGPA se diagnostica como asma o rinitis en los estados
iniciales.

Con el transcurso de la enfermedad se desarrolla eosinofilia
en sangre periférica.

La sintomatologia predomina a nivel pulmonar con infiltrados,
hemorragia alveolar y pleuritis, afectando en menor medida
a rifiones, corazon, tracto gastrointestinal y piel.

Generalmente presentan un patrén P-ANCA con anticuerpos
especificos contra MPO.

e Poliangeitis microscoépica (MPA)

Se diagnostica principalmente en pacientes entorno a la
sexta década de vida.

Su manifestacion mas frecuente es la nefropatia en forma de
glomerulonefritis necrotizante rapidamente progresiva.

Puede cursar con sintomas cutaneos, neuropatia periférica y
alteraciones pulmonares (capilaritis pulmonar). Estos
pacientes  presentan  generalmente  P-ANCA  con
especificidad anti-MPO.

Los criterios de clasificacion de estas vasculitis se
encuentran definidos por el American College of
Reumatology (Tabla 1), con una sensibilidad diagndstica de
82-88% Yy especificidad de 92-99%.

Deben cumplirse dos o0 mas criterios para el diagnostico de
GPA, cuatro o mas en caso de EGPA y al menos tres en
MPA.3

La CHCC recomienda afiadir al nhombre de la patologia el
prefijo de ANCA para indicar la reactividad especifica de este
tipo de anticuerpos, de manera que se denominen ANCA-
MPO (especificos para la mieloperoxidasa) o ANCA-PR3
(especificos para la proteinasa 3).

Debido al variado espectro clinico de estas enfermedades se
propone clasificarlas en cuatro estadios en funcion del
organo afectado y la gravedad de la sintomatologia:*

— Enfermedad localizada: La afectacion se restringe
a un unico o6rgano, sin aparicion de sintomas
constitucionales. Se define por presentar niveles de
creatinina sérica inferiores a 1,7 mg/dL.

— Enfermedad sistémica precoz: Similar a la
enfermedad localizada, pero con sintomas
constitucionales o enfermedad multiorganica sin
deterioro funcional de los érganos afectados. Los
niveles de creatinina se encuentran en rangos de
normalidad.

Granulomatosis con poliangeitis o
granulomatosis de Wegener (GPA)

Granulomatosis eosinofilica con
poliangitis o sindrome de Churg-
Strauss (EGPA)

Poliangeitis microscopica (MPA)

¢ Inflamacién oral o nasal: Ulceras o e Historiade asma.

secrecion nasal purulenta o
sanguinolenta.

¢ Radiografia de torax: Nédulos,
infiltrados no migratorios o

cavitacion. e Radiografia de torax: Infiltrados
pulmonares migratorios o e Mialgias o debilidad muscular.

e Sedimento urinario: Microhematuria

: . - transitorios.
o presencia de cilindros hematicos.

e Biopsia: Infiltrados granulomatosos

e Eosinofilia > 10%.

e Alteraciones neuroldgicas:
Mononeuropatia o polineuropatia.

e Sinusitis aguda o crénica.

e Pérdida de peso: Al menos de 4 kg
desde el inicio de la patologia.

e Libido reticularis: Patrén reticular
moteado en la piel.

e Dolor o sensibilidad testicular.

e Alteraciones neurolégicas:
Mononeuropatia o polineuropatia.

en la pared vascular. e Biopsia: Acumulacion de eosindfilos | e Presion arterial diastélica > 90

eosinofilica.

extravasculares o vasculitis

mmHg.
e Creatinina> 1,5 mg/dL.
e Virus de la Hepatitis B.

e Aneurismas u oclusiones
vasculares.

e Biopsia: Leucocitos en pared
vascular.

Cumplimiento de = 2 criterios

Cumplimiento de = 4 criterios

Cumplimiento de = 3 criterios

Tabla 1. Criterios diagndsticos de los diferentes tipos de VAA definidos por el American College of Rheumatology. Adaptado
de: Koldingsnes W et al, 2008.
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— Enfermedad generalizada sin afectacion grave:
Se define por una afectacion multiorganica
acompafiada de sintomas constitucionales. Los
organos implicados se encuentran ligeramente
dafiados. La creatinina sérica es inferior a 5,7
mg/dL.

-~ Vasculitis renal grave: Se trata de un estadio con
riesgo vital inmediato que cursa con insuficiencia
renal rapidamente  progresiva, hemorragia
pulmonar grave con insuficiencia respiratoria o
afectacion grave de cualquier otro 6rgano. La
insuficiencia renal rapidamente progresiva se
caracteriza por niveles de creatinina sérica
superiores a 5,7 mg/dL.

DIAGNOSTICO DE VAA

Las VAA representan un importante reto diagnostico debido
a la afectacion multiorgénica, su escasa prevalencia y la baja
especificidad de su sintomatologia.

El diagndstico de sospecha se establece basandose en las
manifestaciones clinicas y antecedentes familiares y
personales del paciente.

En caso de sospecha se recomienda realizar un estudio
incluyendo pruebas de laboratorio con determinacion de
ANCA. La presencia de ANCA en suero del paciente es
necesaria, aunque insuficiente para el diagnéstico de
vasculitis.

En caso de resultado positivo, se realizaran pruebas
complementarias de imagen y, en ultima instancia, biopsia
de los 6rganos afectados con el fin de confirmar el
diagnostico de vasculitis, su etiologia y la extension de la
afectacion.

e Pruebas de laboratorio

La analitica debe incluir hemograma, perfiles hepatico y
renal, parametros inflamatorios (velocidad de sedimentacion
glomerular y proteina C reactiva), urianalisis y determinacion
de ANCA.

Las alteraciones analiticas mas comunes en pacientes con
VAA incluyen anemia normocitica normocrémica, eosinofilia
periférica superior a un 10% (en caso de EGPA), aumento de
los marcadores inflamatorios, hematuria, proteinuria y
presencia de cilindros hematicos o hialinos en el sedimento
Optico de orina.

Se recomienda realizar un estudio serolégico que incluya los
virus de la hepatitis B y C y el virus de la inmunodeficiencia
humana, ya que pueden tratarse de fatores
desencadenantes de VAA.

La determinacion de los niveles de ANCA se basa en
pruebas de deteccion de autoanticuerpos.

La metodologia empleada para el cribado es la
inmunofluorescencia indirecta (IFl). En caso de resultado
positivo, serd necesaria la confirmacion con ensayo de
inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA) o inmunoensayo
quimioluminiscente (CLIA) y fijaciéon con formalina.

- IFI

Es latécnica mas utilizada para la deteccion de cualquier tipo
de autoanticuerpo (Figura 2).

Las placas utilizadas para la IFI son diferentes en funcién del
autoanticuerpo que se pretenda detectar, en caso de los
ANCA se utilizaran placas de vidrio recubiertas con
neutréfilos aislados de sangre periférica humana fijados con
etanol.

El etanol produce la liberacion de las proteinas de los
granulos primarios de los neutrdéfilos. Las moléculas de PR3
se distribuiran de manera homogénea en el citoplasma
mientras que las de MPO, de caracter fuertemente catiénico,
se reorganizan en la periferia del nucleo por atraccion de la
carga negativa del DNA.

La IFI se basa en una secuencia de reacciones
inmunoldgicas en las que intervienen varios elementos:
neutrofilos, ANCA en el suero del paciente y un reactivo que
contiene anticuerpos anti-lgG humana marcados con un
fluoréforo, generalmente isotiocianato de fluoresceina
(FITC).

Microscopio
fluorescencia

Neutrdfilos aislados FITC

, ANCA 4\ Anti-IgG humana

/,
Figura 2. Representacién esquematica de la
inmunofluorescencia indirecta (IF1). Elaboracion propia.

Se trata de un procedimiento complejo dividido en varias
etapas:

1. Incubacion con el suero del paciente: Las placas de
vidrio previamente preparadas se incuban con el suero
del paciente durante 30 minutos. En caso de presencia
de ANCA en suero, se producird la adhesion a los
neutrdfilos de la placa.

2. Primer lavado: Elimina los restos de suero del paciente
que pueden actuar como interferentes.

3. Incubacién con el reactivo: Se afiade el reactivo con
los anti-lgG humana marcados. Estos anticuerpos se
uniran a los ANCA.
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4. Segundo lavado: Elimina los anticuerpos del reactivo
gue no se hayan unido. En pacientes con ANCA en
suero, los anticuerpos marcados se mantendran unidos
después del lavado.

5. Visualizacion: Se utiliza un microscopio de
epifluorescencia.

El resultado de la IFI sera negativo en caso de que no se
visualice fluorescencia y positivo si aparece fluorescencia, ya
gue en los pacientes con ANCA en suero se visualiza el FITC
de los anti-IgG.

En esta visualizacion se caracteriza el patréon de ANCA que
presenta el paciente. C-ANCA en caso de observar un patrén
citoplasmatico y P-ANCA si se detecta un patrén nuclear.

El inconveniente de esta técnica es la dificultad para su
estandarizacion, se encuentra sujeta a una gran variabilidad
interobservador, por lo que se requiere de personal con
elevada formacion y experiencia para evitar diferencias entre
laboratorios.

- ELISA

El ELISA es un inmunoensayo en fase sdlida que necesita
cuatro componentes (Figura 3):

1. Anticuerpo primario: El anticuerpo que se pretende
detectar y cuantificar. En este caso, el anticuerpo
primario sera el autoanticuerpo presente en el suero del
paciente.

2. Antigeno especifico: El ELISA nos permite conocer la
especificidad antigénica de los ANCA detectados
mediante IFI.

Como antigenos especificos utilizaremos MPO o PR3,
la unién a uno de ellos determinara la selectividad de los
ANCA.

3. Anticuerpo secundario conjugado: Se utilizan
anticuerpos anti-lgG humana que se uniran a los ANCA,
en caso de presencia en el suero del paciente.

Estos anticuerpos se conjugan con un enzima,
generalmente peroxidasa o fosfatasa alcalina.

e

/N II\

29000 (K X XK )
® MPO/PR3 Y Ac anti-lgG
/' ANCA @® Enzima

4. Sustrato: Sustancia que reacciona con el enzima unido
al anticuerpo generando una reaccion cuantificable,
generalmente colorimétrica.

5. Equipo de lectura: Sistema que permita la lectura del
resultado de la reaccidon enzimatica de modo que
cuantifique la cantidad de anticuerpo presente en la
muestra.

Se utilizan placas con pocillos recubiertos con
concentraciones previamente conocidas de los antigenos
purificados: MPO o PR3.

El suero del paciente es introducido en el pocillo y se incuba,
permitiendo la interaccion entre los anticuerpos presentes en
el suero del paciente y los antigenos.

Los anticuerpos que no se hayan unido al pocillo y el resto
de proteinas del suero son eliminados mediante un lavado
de la placa. Tras este lavado, solamente permaneceran
unidos aquellos anticuerpos que se unan a los antigenos
especificos.

Se aflade un reactivo que contiene los anticuerpos anti-lgG
humana marcados con el enzima. Estos anticuerpos
secundarios se uniran al anticuerpo primario en caso de
presencia en el suero del paciente.

Se realiza un segundo lavado, con el fin de eliminar los
anticuerpos secundarios libres, y se afiade una solucién con
un sustrato cromogénico especifico del enzima utilizado.
Este sustrato cambiara de color en contacto con el enzima
de forma directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpos en la muestra.

El resultado de esta técnica nos aportara dos tipos de
informacién. Por una parte, permite conocer la especificidad
de los anticuerpos, en funcién de si se fijan a un pocillo
recubierto con MPO (anti-MPO) o con PR3 (anti-PR3). Por
otra parte, permite la cuantificacion de estos anticuerpos
mediante la reaccion colorimétrica producida al afiadir el
sustrato cromogénico.

El ELISA es el ensayo mas utilizado para el diagnéstico y
seguimiento de patologias autoinmunes.

Sustrato

+ ‘ Sustrato

Sustrato .

Sustrato

%

— Sustrato

Figura 3. Representacion esquematica del ensayo de inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA). Elaboracién propia.
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- CLIA
Se utiliza como alternativa al ELISA.

Se trata de une técnica basada en la quimioluminiscencia en
la que se utilizan tres componentes (Figura 4):

1. Particulas paramagnéticas: Previamente recubiertas
de MPO o PR3.

2. Anticuerpo primario: El autoanticuerpo presente en la
muestra del paciente.

3. Anticuerpos secundarios marcados: Anticuerpos
anti-lgG humana marcados con isoluminol.

Se pone en contacto el reactivo que contiene particulas
paramagnéticas recubiertas de MPO o PR3 con el suero del
paciente y se incuba a 37°C. Se magnetiza para activar las
particulas  paramagnéticas, permitiendo que los
autoanticuerpos presentes en la muestra se fijen a sus
antigenos especificos. Se realiza un primer lavado para
eliminar interferentes.

Se introduce en el mismo pocillo un conjugado de
anticuerpos anti-lgG humana marcados con isoluminol.
Estos anticuerpos se uniran a los ANCA presentes en el
suero del paciente.

La lectura se producira tras realizar un segundo lavado. En
caso de presencia de ANCA en el suero del paciente, los anti-
IgG permaneceran unidos. El isoluminol presente en la
muestra emitird una sefial luminosa que puede ser medida
en unidades relativas de luz (URL). Las URL detectadas son
directamente proporcionales a la cantidad de anticuerpo
presente en la muestra.

Al igual que el ELISA, el CLIA permite identificar la
especificidad antigénica de los anticuerpos detectados
mediante IFIl y cuantificarlos. Se trata de una alternativa al
ELISA, pero su utilizacién concomitante no aporta beneficios
en el diagndstico de vasculitis.

A

Particulas de latex
paramagnéticas

® MPO/PR3

AY ANCA

Sera el propio laboratorio el que, en funciéon de sus
caracteristicas y objetivos decida la utilizacion de ELISA o
CLIA.

- Fijacion con formalina

Se trata de una IFI convencional en la que el etanol utilizado
para fijar los neutrofilos se sustituye por formalina.

Su utilidad diagnéstica reside a la homologia existente entre
los patrones P-ANCA y ANA (anticuerpos antinucleares) al
utilizar una IFI con fijacion en etanol.

Ambos se adhieren al nlcleo en una IFI convencional ya que
el antigeno natural de los ANA es el propio nucleo y el de P-
ANCA la MPO. Fisiolégicamente la MPO se encuentra en los
granulos citoplasmaticos, sin embargo, al tratarse con etanol
presenta una gran tendencia a migrar hacia la regién nuclear,
proporcionando el caracteristico patrén perinuclear.

La utilidad de la formalina reside en que se trata de un
solvente organico que reduce la atraccion entre la MPO y las
cargas negativas del DNA nuclear. Al utilizar formalina
conseguimos que los granulos con MPO se mantengan en
su lugar de origen, el citoplasma.

De esta forma, los anticuerpos P-ANCA se fijardn al
citoplasma, mientras que los ANA se mantendran en el
nucleo.

‘\ (’ Ac anti-lgG

Isoluminol

Figura 4. Representacion esquematica del inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA). Elaboracion propia.
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Etanol

Figura 5. Imagen de los patrones P-ANCA y ANA en IFI con fijacion con etanol en comparacién con formalina.
Elaboracién propia.

Por tanto, un patrén perinuclear en etanol que se convierta
en citoplasmatico en formalina sugiere la presencia de P-
ANCA mientras que un patron nuclear en ambos sustratos
hace sospechar de presencia de ANA (Figura 5).

e Pruebas de imagen

Es posible utilizar diversas pruebas de imagen para
confirmar la afectacién orgéanica.

La radiografia de térax y la tomografia computarizada
permiten la deteccion de alteraciones a nivel pulmonar
sugestivas de VAA (nddulos o infiltrados pulmonares).

En funciéon de la sintomatologia propia del paciente se
utilizaran  otras  técnicas como  electromiografia,
electrocardiograma o resonancia magnética.

e Diagnostico histolégico

El diagnostico definitivo de las VAA se basa en criterios
histolégicos.

Se recomienda realizar la biopsia de los érganos en los que
se sospeche afectacion, en caso de que existan varios
organos afectados se comenzara por el que se encuentre
mas dafiado.

Generalmente la biopsia més realizada en estos casos es la
renal en la que se consideran hallazgos sugestivos del
diagnostico de VAA la lesion glomerular con formacion de
semilunas, necrosis fibrinoide y glomeruloesclerosis,
acompafados de infiltrados inflamatorios periglomerulares.

Una vez confirmado el diagndstico del paciente y prescrito un
determinado tratamiento, se recomienda realizar revisiones
periodicas en las que se evalla la remision o reactivacion de
la patologia y la utilidad del tratamiento.
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Formalina

P-ANCA

ANA

En el seguimiento de la patologia se utilizan técnicas que
permiten cuantificar los niveles de ANCA: titulacion mediante
IFI, ELISA o CLIA.

La titulacién de anticuerpos por IFI se lleva a cabo realizando
diluciones seriadas de la muestra de suero del paciente. En
cada una de las diluciones se verifica microscopicamente la
presencia o ausencia de fluorescencia. El titulo de ANCA se
corresponde con la dilucién maxima a la que se mantiene la
fluorescencia.

TRATAMIENTO

El tratamiento de induccibn se basa en prednisona
combinada con otros inmunosupresores.

Histéricamente se ha utilizado ciclofosfamida como
inmunosupresor principal en estos casos, sin embargo,
debido a su elevada toxicidad, la tendencia actual se orienta
hacia su sustitucion por azatioprina, metotrexato o
micofenolato de mofetilo.

El tratamiento de induccién se utiliza durante 6-24 semanas
en funcion de la gravedad de la patologia. En ese punto
comienza la administracion de tratamiento de mantenimiento
utilizando el mismo inmunosupresor que en el tratamiento de
induccion, eliminando la prednisona de la pauta.

El tratamiento de mantenimiento se ajustard de manera
periédica en funcién de los resultados de la cuantificacion de
ANCA. En caso de mantenerse en niveles bajos se mantiene
0 se reduce la dosis, mientras que en caso de aumento se
debe aumentar la dosis o plantearse una modificacion en el
inmunosupresor utilizado.
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CONCLUSIONES

e Las vasculitis son patologias potencialmente
graves, pero de baja frecuencia y con una
sintomatologia poco especifica, por lo que su
diagnostico temprano es complejo.

e Las vasculitis se clasifican segun los criterios de la
CHCC de 2012 en funcion del tamafio de vaso
afectado.

e Las VAA afectan principalmente a vasos de
pequefio calibre. Para su diagndstico se determina
la presencia de ANCA en el suero del paciente.

e Es importante determinar el tipo de ANCA y su
especificidad antigénica para poder clasificar de
manera correcta el tipo de VAA.

e LalFl eslatécnica de eleccion para la deteccién de
ANCA en es suero del paciente. Una IFI positiva se
confirmard con ELISA o CLIA y fijacion con
formalina.

e El seguimiento de la actividad de la patologia y la
efectividad del tratamiento se realiza mediante la
titulacion de ANCA por IFI o cuantificacion mediante
ELISA o CLIA.

e EI tratamiento de eleccion es prednisona
combinada con otro inmunosupresor. En el
tratamiento de mantenimiento se elimina la
prednisona de la pauta.
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INTRODUCCION

La expresion de BCMA (B-cell maturation antigen,
TNFRSF17 o CD269) en membrana se regula mediante la
escision de su porcion extracelular al medio en forma soluble,
un proceso irreversible mediante el cual se controla la
cantidad y actividad de estas moléculas! (Figura 1). BCMA
participa en la proliferaciéon y supervivencia de células B y
células plasmaticas mediante la unién a sus ligandos BAFF
y APRIL.

BCMA se libera directamente por accion de una y-secretasa
(Figura 1), proteasa expresada de manera ubicua que actla
en la porcion transmembrana. La mayoria de los sustratos de
esta enzima tienen un ectodominio largo, que necesita ser
procesado previamente por accién de otras proteasas.
BCMA fue identificada como la primera proteina de
membrana que es directamente liberada por y-secretasa sin
procesamiento previo? debido a su corto dominio extracelular
(54 aminoacidos). Algunos sustratos de y-secretasa (ej.
Notch) liberan un fragmento activo C-terminal intracelular
que induce sefializacion, aunque la mayoria se degradan
rapidamente después del corte. Para BCMA, todavia no se
ha identificado funcion del fragmento C-terminal intracelular.
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myeloma cells

Figura 1. Liberacion de BCMA de membrana en forma
soluble. Tomado de: Meinl et al., 2021.

Dada la expresion restringida de BCMA en células B
maduras y plasmaticas, representa una diana potencial para
tratar las neoplasias de linea B (mieloma multiple, leucemia
linfocitica crénica). Se estan desarrollando multitud de
estrategias terapéuticas dirigidas a este antigeno
(anticuerpos monoclonales, desnudos o conjugados con
farmacos [ADC], anticuerpos biespecificos, terapias CAR-T)
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BCMA es un receptor de la familia TNFR presente en linea B
madura y se desprende de la membrana por un proceso
espontaneo. Debido a sus niveles elevados en el suero de
pacientes con neoplasias malignas de células B, podria ser
un biomarcador sanguineo prometedor para monitorizar
pacientes con estas neoplasias incluyendo mieloma multiple,
macroglobulinemia de Waldenstrom o leucemia linfocitica
cronica.

El rapido recambio de BCMA en la sangre lo convierte en un
marcador ideal para controlar el curso de la enfermedad, de
hecho, BCMA puede determinar los cambios en el estado
clinico mucho mas répidamente que otros marcadores
utilizados actualmente.

Los pacientes con inmunodeficiencias primarias como son la
agammaglobulinemia ligada a X (XLA) e inmunodeficiencia
variable comudn (CVID) que muestran un nimero reducido de
células B y plasmaticas tienen también niveles reducidos de
SBCMAS,

Muchos enfoques terapéuticos de base inmunitaria dirigidos
a BCMA se encuentran ahora en desarrollo clinico o
preclinico (anticuerpos monoclonales, ADC, BIiTEs y células
CAR-T). BCMA circulante puede interferir con la eficacia de
estos tratamientos. El bloqueo de su liberacion en forma
soluble con inhibidores y-secretasa podria aumentar la
eficacia de estos tratamientos. Es un marcador para
determinar la dosificacion optima de estos farmacos, asi
como reducir los niveles de sus efectos blogqueadores para
mejorar la eficacia de estos tratamientos.

- sBCMA representa un nuevo biomarcador y dada
su corta vida media, permite una determinacion mas
rapida de los cambios en el estado clinico que los
pardmetros utilizados en la actualidad.

- sBCMA es un marcador prondstico y puede usarse
para detectar pacientes en recaida y resistentes al
tratamiento.

- sBCMA se puede utilizar para seguir a pacientes
con mieloma multiple no secretor.

- El tratamiento dirigido anti-BCMA puede verse
afectado por los niveles de BCMA circulante. Los
inhibidores de y-secretasa permiten reducir la
liberacion de BCMA mejorando la eficacia de los
tratamientos dirigidos a BCMA.
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- Esresponsable de la inmunodeficiencia observada
en pacientes con mieloma mdltiple y con
inmunodeficiencias primarias de células B (XLA,
CVID) debido a que interfiere en la union de los
ligandos BAFF y APRIL, por lo que tiene el potencial
de usarse para diagnosticar y seguir a estos
pacientes.

e Valor pronéstico y de seguimiento en mieloma
multiple (MM)

- BCMA estéa elevado en el suero de pacientes con
MM y sus niveles se correlacionan con el porcentaje
de células plasmaticas en la médula dsea* siendo
mayor en aquellos con MM activo seguido de MM
latente (smoldering) y gammapatia monoclonal de
significado incierto (MGUS).

- Los niveles de sBCMA también se correlacionan
con el estado clinico de los pacientes, al comparar
a los pacientes en remision completa con aquellos
con respuesta parcial y son mas bajos entre los
pacientes que responden al tratamiento en
comparacién con aquellos con enfermedad
progresiva.

- Los niveles de sBCMA se correlacionan
positivamente con los niveles de proteina M y dada
la vida media mas corta de BCMA soluble (24-36 h)
en comparacion con la IgG (3-4 semanas) °, es mas
facil observar cambios rapidos en el estado clinico
de los pacientes, lo que permite evaluar mejor el
tratamiento, asi como determinar la aparicién de
resistencias y retirar antes un tratamiento ineficaz
que pueda deteriorar al paciente de cara a la
proxima linea de tratamiento.

- Ladeterminacion de cadenass ligera libres en suero
(sFLC) se ha convertido en parte de las pruebas de
laboratorio de rutina para el diagnostico de MM,
particularmente importante en pacientes con
amiloidosis que tienen carga tumoral muy baja y la
proteina M a menudo no es detectable en la sangre
u orina. La vida media de la cadena ligera libre en
suero (sFLC) es <6 h por lo que los cambios
tedricamente se podrian detectar incluso mas
rapido que con sBCMA, pero la relacion entre las
concentraciones séricas y la excrecion urinaria de
24 horas de es dificil debido a la variabilidad entre
pacientes, y diferencias en las tasas de filtracion
glomerular. Los niveles de sSBCMA, en cambio, son
independientes de la funcién renal®.

- En pacientes con MM con baja carga tumoral o
enfermedad no secretora, SFLC no se puede medir,
sBCMA en cambio si se puede detectar. Se ha
demostrado que los cambios en los niveles de
SsBCMA se correlacionan con los cambios en el
porcentaje de células plasmaticas en médula 6sea

y los hallazgos en la tomografia por emision de
positrones (PET).

Actualmente no existe un kit de ELISA aprobado para el uso
diagnostico de sBCMA como biomarcador, todos los kits
disponibles comercialmente son solo para uso en
investigacion, se trata de ELISA tipo sandwich que detectan
BCMA soluble por medio de un anticuerpo de captura o
primario y un anticuerpo de deteccién o secundario.

BCMA soluble se presenta por tanto como un biomarcador
prometedor pues se encuentra significativamente elevado en
el suero de humanos con MM con cantidades minimas de
suero requerido para su evaluacion (4 pL) y es estable a
temperatura ambiente durante meses y, por lo tanto, seria un
ensayo economico para el seguimiento de pacientes con
neoplasias y enfermedades de células B y plasmaticas. Su
corta semivida en sangre en relacion con la semivida de la
IgG, lo hace ademas especialmente Util para determinar los
cambios en el estado clinico mas rapidamente entre los
pacientes que reciben nuevos tratamientos en comparacion
con los niveles de paraproteina IgG.

e pBCMA en leucemia linfocitica cronica (LLC)

- Para determinar si los niveles de pBCMA podrian
usarse como marcador de la actividad de la
enfermedad en la LLC, un analisis de muestras
seriadas demostré que los niveles de pBCMA entre
los pacientes con LLC eran significativamente mas
altos en comparacion con las muestras obtenidas
de sujetos sanos’ y que se correlacionaba con
cambios en su estado clinico. También se observé
una fuerte correlacion con los niveles de
microglobulina beta 2 y el recuento de glébulos
blancos.

- Los marcadores prondsticos actuales de LLC son el
estado mutacional de la cadena pesada de la region
variable de la inmunoglobulina (IgHV), el % de
homologia con el gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina de la linea germinal expresado en
las células malignas y la expresion de ZAP-70. Los
pacientes con células de LLC con genes IgHV no
mutados (> 98% de homologia con la linea
germinal) tienen un prondstico desfavorable y estos
también tenian niveles de pBCMA
significativamente mas altos en comparacion con
aquellos pacientes con genes IgHV mutados®. En
cuanto a ZAP-70, pacientes con ZAP-70 expresado
en més del 20% de sus células tumorales tienen un
peor prondstico. Estos también tenian niveles mas
altos de pBCMA en comparacion con los pacientes
con una menor proporcién de células con expresion
de ZAP-70.

¢ sBCMA en otras neoplasias de células B
- En pacientes con macroglobulinemia de
Waldenstrom, también se ha visto que los niveles

de sBCMA estan elevados y se correlacionan con el
estado clinico®. También se ha demostrado que
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BCMA se expresa en células de linfoma de Hodgkin de las células de MM murieron (en contraste con el
y esta vinculada a la proliferacion y supervivencia 50% previamente eliminado a la misma
de células tumorales, sin embargo, no se han concentracion sin BCMA soluble), lo que supone
encontrado niveles de sBCMA elevados en estos que pueden ser necesarias dosis mas altas de
pacientes. agente terapéutico, ya que es probable que BCMA

circulante en la sangre de los pacientes con MM se

e sSBCMA en enfermedades autoinmunes una y neutralice estos farmacos!3.

- Se han observado niveles mas altos de SBCMA en - Se estd evaluando la combinacion de terapias
pacientes con LES que en controles sanos?°. dirigidas anti-BCMA con inhibidores de y-secretasa

para aumentar la eficacia en varios ensayos.

- También entre pacientes con neuroborreliosis se
correlacionaron con niveles de IgG en el sistema
nervioso central. No se demostré que los pacientes
con esclerosis mdltiple tuvieran niveles elevados de
SBCMA en la sangre, pero si en el liquido
cefalorraquideo.

ESTIMACION DE UN RANGO DE REFERENCIA PARA
BCMA EN SUERO

Los niveles de BCMA en suero se correlacionan con las
células plasméticas en las biopsias de médula ésea (Figuras
2 y 3), el estado clinico de los pacientes (Figura 4) y los

- En el caso de pacientes con trastornos niveles de paraproteina M y SFLC (cadenas ligeras libres).
autoinmunes, se estan desarrollando tratamientos

basados en el activador transmembrana y

=
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Figura 2 y 3. Correlacion sBCMA con % de células

- Dentro del subconjunto CVID, aquellos con - , , .
plasmaticas en médula 6sea. Tomado de: Ghermezi et al.,

cualquier complicacion crénica o enteropatia

también tenian niveles de sBCMA 2017.
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relevantes de sBCMA, la eficacia anti tumoral en
mieloma mudltiple del anticuerpo biespecifico anti ) >
BCMA-anti CD3 BI 836909 se redujo y solo el 20% pacientes. Tomado de: Ghermezi et al., 2017.

Figura 4. Correlacion sBCMA con el estado clinico de los
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Ademas, los niveles de sBCMA son independientes de la
funcién renal y de otros biomarcadores pronosticos de MM
como son la edad, B2 microglobulina, hemoglobina, y el
dafio 6seo.

Hay multiples estudios en marcha para establecer un rango
de referencia de BCMA en suero que permita distinguir
pacientes sanos de aquellos con enfermedad latente o
activa, 0 en respuesta al tratamiento frente a aquellos
resistentes.

BUSQUEDA DE RECEPTORES SOLUBLES COMO
BIOMARCADORES

Ciertas proteinas de membrana son liberadas al medio en
forma soluble mediante la escision de su porcion
extracelular. Este mecanismo es responsable de la
modulacion de mudltiples procesos celulares fisiolégicos y
patolégicos.

Estas proteinas de membrana en el medio soluble pueden
suponer una fuente adicional de biomarcadores accesibles y
no invasivos en diferentes procesos fisioldgicos y patoldgicos
asi como potenciales dianas terapéuticas*.

Actualmente no existe una base de datos experimentalmente
validada para esta serie de marcadores. Ademas de las
proteinas que experimentan procesos de secrecion, otras
pueden ser directamente liberadas por escision de su porcién
extracelular de la membrana. Esto incluye moléculas de
adhesion celular, factores de crecimiento, citoquinas,
receptores celulares que son liberadas en su totalidad en
forma soluble o bien fragmentos de las mismas. El proceso
de escision se ha visto relacionado con la regulacion de

ageing (1)

transporter (4)
cell surface

melanogenesis(1)
insufin (2) }
flipid(9)

blood and
homoeostasis
(10)
angiogenesis (11)

varias patologias (degeneracion, inflamacién, cancer) o
procesos fisiologicos (proliferacion, diferenciacion o
migracion), dichas moléculas han de cumplir una serie de
requisitos para poder sufrir este mecanismo de escisién.

Existen bases de datos de escision!>'’ como MEROPS,
PMAP-SubstrateDB y HPRD que se han desarrollado como
recursos de informaciéon sobre proteasas y sus sustratos
identificados, una parte de ellos pueden no ser validados o
fisiologicamente relevantes asi como aldn no se hayan
registrado y anotado en estas bases de datos.

La base de datos SheddomeDB fue disefiada para la
identificacion de proteinas de membrana liberadas al medio
soluble a través de la escisién proteolitica. Basandose en una
revision exhaustiva de la literatura sobre estudios de eventos
de escision de proteinas de membrana, se identificaron un
total de 401 proteinas validadas, entre las cuales 199 de ellas
aun no se habian registrado en las bases de datos actuales
(Figura 5). Para cada proteina validada experimentalmente,
se proporciona un informe completo basado en referencias
bibliogréficas, incluida la maquinaria de escisién y la funcién
o enfermedades relacionadas. Las referencias cruzadas a
otros recursos, como la evidencia publicada en los datos del
secretoma y los registros existentes de sitios de escision de
proteasas, también se incluyen. Ademas, la herramienta de
prediccion publicada anteriormente ShedP se incorporé a
SheddomeDB. ShedP es un método computacional
desarrollado para predecir eventos de escisién de proteinas
de membrana basado en la secuencia proteica, lo que
permite evaluar la probabilidad de este evento en proteinas
de membrana aun no registradas.

m disease: 78

mimmune and inflammation: 114

u central nervous system: 66

® angiogenesis: 11

= blood and homoeostasis: 10

= cell growth and development: 49

mlipid: 9

minsulin: 2

» melanogenesis: 1

mrenal: 2

" enzyme: 35

» cell surface structure: 19
transporter: 4
ageing: 1

Figura 5. Clasificacién de 401 proteinas de membrana escindidas identificadas segun su funcion. Tomado de: Tiene WS, 2017.
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