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PROLOGO

Es para mi un inmenso placer presentar esta nueva edicion. Han pasado dos afios desde que cesé en mi actividad como Analista
Clinico. Fui Jefe de Seccion del Servicio de Analisis Clinicos y Coordinadora de Calidad de los Laboratorios del Hospital 12 de
Octubre, por lo que me considero muy unida a los Laboratorios Clinicos de mi hospital y a sus profesionales.

Hace dos afios, los Servicios Centrales del Hospital Universitario 12 de Octubre lanzaron la primera edicion del libro CLIN12LAB
Libro de Sesiones de los Laboratorios Clinicos, con la intencion de divulgar los contenidos formativos impartidos en sus sesiones
internas. Este afio amplian horizontes con la elaboracién de un libro dedicado a los casos clinicos.

Esta primera edicién del Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 esta dedicada exclusivamente a casos clinicos
estudiados en los Servicios Centrales. La variedad de los temas que se han tratado es muy amplia e incluye a todos los servicios
de laboratorio.

Son muchos los profesionales que con su trabajo e ilusion han hecho posible esta nueva edicién. Les agradecemos el interés y
grado de implicacién que han mostrado.

Con nuestros mejores deseos, esperamos que disfrutéis de su lectura
Dra. Laura Parés Pollan.

Jefa de seccién de Andlisis Clinicos-Bioquimica
Coordinadora de Calidad de los Laboratorios de H.U. 12 de Octubre
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1-IMPORTANCIA DEL LABORATORIO EN EL DIAGNOSTICO DE

MENINGITIS REUMATOIDE

Autores: Pilar Duarte Garcia, Alba Maria Fernandez del Pozo.

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

Palabras clave: Artritis, Reumatoide, Meningitis.

1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una de las enfermedades
autoinmunes mas comunes en nuestro entorno. Aunque su
incidencia se ha visto disminuida sustancialmente gracias a
la efectividad de los tratamientos con farmacos
antireumaticos modificadores de los mecanismos de la
enfermedad, esta patologia afecta actualmente al 0,5 - 1%
de la poblacion mundial, siendo dos tercios de estas
pacientes mujeres.

Esta enfermedad sistémica esta caracterizada por la
inflamacién crénica de las articulaciones sinoviales y la
degeneracion articular progresiva, provocando en ocasiones
la incapacitacion fisica de los individuos afectados.

El diagnostico de una AR se basa frecuentemente en sus
manifestaciones clinicas y en pruebas de laboratorio como la
determinacion del factor reumatoide (FR) y de la proteina C
reactiva (PCR). Los factores reumatoideos son un grupo
heterogéneo de auto anticuerpos dirigidos contra los
determinantes antigénicos del Fragmento cristalizable
(regién Fc) de las moléculas de inmunoglobulina G (IgG). Los
FR se encuentran en inmunoglobulinas de todo tipo, sin
embargo, los métodos corrientes se limitan a la deteccién de
los factores reumatoideos del tipo inmunoglobulina M (IgM).
El problema que presentan la PCR y el FR como
biomarcadores de AR es que la PCR es un marcador general
de inflamacion, mientras que los FR también pueden
aparecer en otras enfermedades reumaticas inflamatorias,
asi como en diferentes enfermedades no reumaticas. Otra
dificultad que se presenta en su diagndstico es que el FR,
puede asimismo manifestarse en personas mayores de 60
afos clinicamente sanas.

Fuera de estos casos excluyentes, la prueba de los factores
reumatoideos constituye un criterio diagnostico para la
clasificacion de la AR segun el Colegio Estadounidense de
Reumatologia. Recientemente se han desarrollado nuevos
parametros para la deteccion de anticuerpos contra el
péptido ciclico citrulinado (anti-CCP), marcador que ha
resultado ser altamente especifico para la AR.

A pesar de que la manifestacion principal en la AR es la
poliartritis, también pueden presentarse signos en 6érganos
extra articulares como corazén, cerebro o pulmon.

Una de las complicaciones que puede surgir a nivel del
sistema nervioso central (SNC) es la denominada meningitis
reumatoidea (MR). El diagnéstico de esta complicacién
neuroldgica asociada a AR constituye un desafio clinico
debido a la amplia variedad de sintomas inespecificos que
presentan los pacientes afectados.

La relevancia de esta patologia radica en que, a pesar de su
baja morbilidad, presenta mal pronéstico si no se trata de
manera precoz y adecuadamente.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 52 afios, parcialmente dependiente para las
actividades basales de la vida diaria que acude al servicio de
Urgencias en marzo del afio 2021 por inicio de un cuadro de
movimientos mioclénicos arritmicos de baja intensidad e
involuntarios en ambos miembros inferiores, aunque mas
marcados en el miembro inferior izquierdo y en
hemiabdomen y brazo izquierdo, sobre todo a nivel distal, sin
disminucion del nivel de consciencia ni otra clinica
neurolégica asociada.

Se le realiza una tomografia computarizada (TC) craneal que
no muestra lesiones agudas. Ante la sospecha clinica de
estatus focal motor se le ingresa a cargo del servicio de
Neurologia, iniciandose tratamiento con dosis plenas de
levetiracetam y perfusién de valproato. Posteriormente, ante
persistencia de las mioclonias, se afiade lacosamida, con
mejoria parcial de la clinica, aunque no llega a desaparecer.
Tras la realizacién de un electroencefalograma (EEG) se
confirma la existencia de estatus focal motor con origen
parieto-temporal derecho.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales, destacan:

- Epilepsia de etiologia no filiada (posiblemente genética)
que debuto con tres crisis ténico-clénicas generalizadas
en febrero del mismo afio.

- Miocardiopatia de estrés en contexto con epilepsia no
filiada que requirié ingreso en cardiologia, tras lo cual
gueda asintomatica al alta y en tratamiento con
levetiracetam.

- Hipotiroidismo clinico en tratamiento sustitutivo con
levotiroxina.

- Artritis reumatoide seropositiva en noviembre del afio
2020 (anti-CCP: >300 Ul/mL, FR: 30 Ul/mL), no erosiva
en seguimiento por Reumatologia y tratada con dolquine
y antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

- Fiebre de origen desconocido (febricula persistente)
desde agosto del 2020, en seguimiento por Neumologia.
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2.3 Antecedentes familiares:
La paciente no presenta antecedentes familiares de interés.
2.4 Enfermedad actual:

La paciente presenta un cuadro de movimientos mioclénicos
arritmicos pero estereotipados de baja intensidad e
involuntarios en ambos miembros inferiores (extension
brusca), aunque mas marcados en el miembro inferior
izquierdo y en hemiabdomen (contracciones de musculatura
abdominal y tronco) y brazo izquierdo, sobre todo a nivel
distal (flexion palmar), sin disminucion del nivel de
consciencia ni otra clinica neurolégica asociada.

2.5 Exploracion fisica:

A su llegada a urgencias la paciente muestra un buen estado
general, consciente, orientada, alerta, eupneica en reposo,
bien nutrida e hidratada, con coloracién normal de piel y
mucosas, y actitud colaboradora.

La medicién de
resultados:

las constantes arroj6 los siguientes

- Febricula de 37,6°C (similar a su basal desde agosto del
afio 2020).

- Tension sistolica 125 mmHg.

- Tension diastélica 51 mmHg.

- Frecuencia cardiaca 79 latidos/min.
- Saturacion O2 basal 96 %.

A su ingreso en la planta de Neurologia se le realiza un
examen de las funciones superiores mas exhaustivo: la
paciente sigue estando orientada en espacio y persona, sin
embargo, presenta desorientacion temporal (no sabe
precisar dia, mes ni afio), se muestra inatenta (incapaz de
nombrar los meses del afio en sentido inverso, nombra los
dias de la semana con dificultad), bradipsiquica (con lentitud
de pensamientos) y bradilalica (lentitud en la articulaciéon de
palabras). Lenguaje fluente, comprende y ejecuta 6rdenes
sencillas y apendiculares complejas y nomina sin errores.
Memoria de fijaciébn conservada, memoria a corto plazo
alterada (recuerda 0/3 palabras de manera espontaneay 1/3
tras pista semantica), aunque poco valorable por la
inatencion.

Durante la exploracion motora se observan movimientos
mioclonicos arritmicos de baja intensidad en hemicuerpo
izquierdo, sobre todo a nivel distal de ambos miembros,
incluyendo hemiabdomen izquierdo, que se acentlian con
estimulos tactiles, no especialmente con estimulos
acusticos. Respecto a la sensibilidad tactil, se encuentra
conservada a excepcion del miembro superior izquierdo. La
sensibilidad algésica y vibratoria tampoco presentan
alteraciones.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Al ingreso en el servicio de Neurologia la analitica sanguinea
no muestra alteraciones relevantes a excepcion de una PCR
elevada de 1,86 mg/dL. La funcion renal, el perfil hepatico,
los iones, el calcio, el fésforo y el magnesio se encuentran en
rango.

Ademas se le realiza una puncién lumbar, que arroja los
siguientes resultados en liquido cefalorraquideo (LCR):
glucosa = 41 mg/dL, proteinas = 0,45 g/L, lactato = 1,7
mmol/L, hematies = 0 células/pL y leucocitos = 10 células/uL.

Al evidenciarse una leptomeningitis subaguda/croénica en la
resonancia magnética con contraste, se solicitan pruebas
complementarias de imagen y de laboratorio para dilucidar el
origen de la misma.

Las tres hipodtesis etiolégicas barajadas son (de mayor a
menor probabilidad):

- Inflamatoria/autoinmune:

e Origen reumatoideo (principal posibilidad dado los
antecedentes).

e  Sarcoidosis.

e Vasculitis ANCA+.

e Enfermedad de Behget.
e Asociada a IgG4.

- Infecciosa cronica:
e Criptocécica.
e Tuberculosa.
e Borrelia sp.

e Brucella sp.

- Tumoral.

4. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Los resultados arrojados en las pruebas de imagen y de
laboratorio quedan reflejados en la Tabla 1.

5. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Los resultados reflejados en la Tabla 1 permitian descartar
todas las hipétesis diagnosticas planteadas a excepcion de
la opcidn de la meningitis reumatoidea.

Para su confirmacion se solicita al laboratorio de bioquimica
la cuantificacion de factor reumatoide (FR) en LCR. La
determinacion se realiza mediante la plataforma
automatizada de Roche Diagnostic Hitachi cobas c701.

Previo a su realizacion se comenta con el servicio
peticionario que la técnica se encuentra en la actualidad
aprobada Unicamente para la determinaciéon en plasma o
suero. Se acepta y se realiza en liquido cefalorraquideo.

El principio del test se basa en wuna prueba
inmunoturbidimétrica: en la técnica empleada el antigeno IgG
inactivado por calor fijado a particulas de latex, reacciona con
los anticuerpos anti-FR de la muestra, formando un complejo
antigeno-anticuerpo que se mide turbidimétricamente
después de la aglutinacién. La muestra de LCR fue remitida
al laboratorio en un tubo estéril sin anticoagulantes. El
resultado arrojado fue positivo.

Como ya se ha comentado, los FR constituyen un grupo de
auto anticuerpos dirigidos contra las 1gG. Se encuentran en
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inmunoglobulinas de todo tipo, pero los métodos corrientes en la muestra de la paciente, junto con el resultado positivo
se limitan a la deteccion de las IgM. Debido a su gran de anti-CCP también en LCR, permitié confirmar el caso de
tamanio, la presencia de factor reumatoide en LCR solamente meningitis reumatoide.

se explica por produccion intratecal. Asi, la deteccion de FR

Prueba Muestra Resultado
Sanare Factor reumatoide = 49 Ul/mL
9 (valor de referencia < 14 Ul/mL)
Bioguimica Glucosa = 41 mg/dL
LCR Proteinas = 0,45 g/L
Lactato = 1,7 mmol/L
Hematies = 0 cél/pL
Recuento celular LCR Leucocitos = 10 cél/ul
Sangre Positivo
Anti-CCP
LCR Positivo
. . . . Sangre Normal
Enzima convertidora de angiotensina
(ECA) LCR Indetectable
Anticuerpos contra el citoplasma de los Sanare Negativo
neutréfilos (ANCA) g 9
Neuroimagen - No sugestivo de vasculitis
Sangre Normal
Inmunoglobulinas G4
LCR Negativo
Tincién y cultivo de hongos LCR Negativo
Prueba de bacilos acidorresistentes .
(BAAR) LCR Negativo
Prueba de liberacion del Interferon Sanare Negativo
gamma (IGRA) 9 9
. Borrelia sp: Negativo
I .
Serologia Sangre Brucella sp: Negativo
Citometria de flujo LCR Normal
Marcadores tumorales Sangre Negativo
Tomografia por TE;_I)O” de positrones - Sospecha de malignidad negativa

Tabla 1. Resultados de las pruebas de imagen y laboratorio solicitadas para dilucidar el origen de la
leptomeningitis subaguda/crdnica observada en la resonancia magnética con contraste. LCR: liquido
cefalorraquideo; Anti-CCP: anticuerpos contra el péptido ciclico citrulinado. Elaboracién propia.
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6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Como ya se ha mencionado en apartados previos, al ingreso
de la paciente y ante la sospecha clinica de estatus focal
motor se inicia tratamiento con dosis plenas de levetiracetam
y perfusién de valproato. A lo que posteriormente, ante
persistencia de las mioclonias, se aflade una carga de
lacosamida con mejoria parcial de la clinica que no llega a
desaparecer. Con la confirmaciéon, mediante EEG, del
estatus focal motor con origen parieto-temporal derecho se
le pauta via oral: levetiracetam 1500 mg y lacosamida 150
mg cada 12 horas, y carbamacepina 100-100-200 mg cada
24 horas. Con esto Ultimo se consigue el control de los
sintomas, por lo que se le mantiene a lo largo de los casi 40
dias de ingreso, tiempo durante el cual se van realizando las
distintas pruebas mencionadas para esclarecer el origen de
la leptomeningitis subaguda/ crénica evidenciada por
imagen.

La hipotesis etioldgica de la sarcoidosis se descarta por los
niveles normales de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) en sangre e indetectables en LCR. Lo mismo ocurre
con las vasculitis asociadas a anticuerpos contra el
citoplasma de los neutréfilos (ANCA+) al obtener resultados
negativos de ANCA en sangre y una neuroimagen no
sugestiva, asi como con la enfermedad de Behget por
ausencia de clinica compatible, y la leptomeningitis asociada
a Inmunoglobulinas G4 (1gG4) por los niveles normales de
esta inmunoglobulina en sangre y LCR.

En relacion al posible origen infeccioso de la meningitis, se
intuyd poco probable desde el inicio por el recuento celular
en LCR poco expresivo. Descartando finalmente una
etiologia criptocdcica al obtener un resultado negativo en la
tincion y el cultivo de hongos en LCR, asi como la etiologia
tuberculosa por presentar la prueba de bacilos
acidorresistentes (BAAR) y la prueba de liberacion del

Interferon gamma (IGRA) negativos. La ausencia de
positivos en las serologias de Borrelia sp. y Brucella sp.
también descartaron el origen bacteriano.

Con la tomografia por emisién de positrones (PET) sin
captacion sospechosa de malignidad, la citometria de flujo en
LCR normal y los marcadores tumorales en sangre negativos
queda invalidada la hipétesis tumoral.

7. EVOLUCION

Tras establecer el diagnostico definitivo, después de 34 dias
de ingreso, el servicio de Neurologia en consenso con
Reumatologia determina dar el alta e iniciar la administracion
de metotrexato en combinacion con rituximab, en un intento
de controlar tanto la artritis reumatoide como la meningitis.
Para el control de los sintomas epilépticos se opta por la
biterapia, retirando la carbamacepina y manteniendo el
levetiracetam y la lacosamida en dosis de 1500 mg y 200 mg
cada 12 horas respectivamente.

Para el seguimiento de la paciente por parte de Neurologia,
se le realiza una resonancia magnética 3 meses después del
alta, objetivandose una mejoria, pero no desaparicion de la
leptomeningitis cronica reumatoidea respecto al ultimo
control (Figura 1). También se le solicita un EEG que muestra
irregularidades bitemporales, mas izquierdas, pero sin
actividad epileptiforme y con actividad de fondo normal.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Debido a la heterogeneidad de manifestaciones clinicas de
la meningitis reumatoide, la variabilidad en su duracion, y lo
inusual de dicha patologia, no se encuentra consenso en la
bibliografia a la hora de guiar su diagnostico. No habiéndose
descrito aun biomarcadores especificos en LCR y teniendo

Figura 1. Comparativa de la resonancia magnética craneal sin contraste al alta
(imagen superior) y 3 meses después de ésta (imagen inferior). Se observa una
mejoria pero no desaparicion de la leptomeningitis crénica reumatoidea.
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Figura 2. Esquema del algoritmo diagnoéstico actual de la meningitis reumatoidea.
Ante la ausencia de consenso en cuanto a clinica y biomarcadores, se opta por un
enfoque de descarte de otras patologias, junto con resultados de laboratorio e
imagen sugestivos. Elaboracion propia.

gue recurrir en ocasiones a pruebas invasivas como la
biopsia cerebral sin llegar a esclarecer en muchas ocasiones
la etiologia. Asi pues, en la mayoria de casos se alcanza un
diagnostico definitivo por descarte de otras causas de
meningitis (Figura 2).

Algunos estudios proponen el empleo de los niveles de anti-
CCP, IgM FR y del ligando 13 de quimiocina (CXCL-13) en
LCR, no solamente como biomarcadores en el diagndstico
de meningitis reumatoide sino también como indicadores de
seguimiento para la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento.

Tampoco existen guias ni directrices consenso claras a la
hora de tratar a los pacientes con esta patologia, habiéndose
descrito mejoras con la administracion de ciclofosfamida,
metotrexato y  azatioprina en  combinacion  con
corticosteroides, asi como con estos Ultimos en monoterapia
de mantenimiento.

Otro obstéculo a la hora de diagnosticar, monitorizar y tratar
la meningitis reumatoide resulta del hecho de que muchos de
los pacientes afectados concomitantemente con artritis
reumatoide son tratados en muchas ocasiones con
inmunosupresores, lo cual dificulta todo el proceso
identificativo e incrementa el riesgo de sufrir meningitis
asépticas o infecciones oportunistas.
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1. INTRODUCCION

El hiperinsulinismo congénito (HIC) es la causa mas comun
de hipoglucemia persistente en la infancia, con una
incidencia estimada de 1/27.000 a 1/50.000 nacidos vivos.?
Se trata de una enfermedad clinica y genéticamente
heterogénea caracterizada por hipoglucemia grave durante
el periodo neonatal o la infancia, junto a la presencia de
convulsiones y/o coma y elevado peso al nacimiento debido
a una secrecion aumentada de insulina por las células f3-
pancreaticas. La gravedad de la enfermedad varia desde una
forma leve, que responde al tratamiento, hasta una forma
grave resistente a farmacos, que puede necesitar la
reseccion del pancreas. Si no se trata de inmediato, la grave
hipoglucemia puede causar dafio cerebral irreversible.!3

El HIC se debe a la presencia de alteraciones en genes
relacionados con la secrecién de insulina (ABCC8, KCNJ11,
GCK, GLUD1, HADH, SLC16A1, HNF4A, HNF1A, UCP2,
HK1 y PGM1?), siendo los genes contiguos ABCC8
(*600509) y KCNJ11 (*600937) del cromosoma 11, los que
explican la mayoria de casos (36-70%).! Estos dos genes
codifican respectivamente las subunidades SUR1 (receptor
de sulfonilurea 1) y Kir6.2 (canal de K* rectificador interno)
de los canales de potasio dependientes de ATP de la
membrana plasmatica de las células 3-pancreaticas, por lo
que la inactivacion de dichas subunidades da lugar a la
secrecion desregulada de insulina de estas células.?*®°

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Neonato que presenta al nacimiento temblor importante de
miembros y labios. Se sospecha de crisis epilépticas con
movimientos automaticos por lo que se determina la
glucemia capilar objetivdndose un valor de glucosa de 21
mg/dL. A pesar de administrar 10 cc de formula adaptada,
persiste glucosa <20 mg/dL. Ante esta situacidon de grave
hipoglucemia sintomatica ingresa en la Unidad de
Neonatologia.

2.2 Antecedentes personales:

Es el primer hijo de padres no consanguineos, ambos
procedentes de Aranjuez. Embarazo controlado, sin diabetes
gestacional. Parto eutécico. Recién nacido pretérmino
(35+6), de peso (3.470 gr (p>99)) y talla (51 cm (p97))

elevados para la edad gestacional, con perimetro cefalico
normal. Apgar 8/8. Exploracion fisica normal.

2.3 Antecedentes familiares:

Padre sano. Madre con hipotiroidismo autoinmune. Sin otros
antecedentes familiares de interés.

2.4 Enfermedad actual:

Al ingreso, a pesar de los aumentos progresivos de
sueroterapia con aportes maximos de glucosa de 15.5
mg/Kg/min, persisten episodios de hipoglucemia recurrentes
(niveles entre 20 y 70 mg/dL). Se completa el estudio
bioquimico de hipoglucemia.

A los 3 dias de vida se inicia tratamiento con diazéxido
persistiendo episodios de hipoglucemia (en rango de 33-52
mg/dL).

A los 12 dias de vida, presenta un episodio de hipoglucemia
més grave, de 16 mg/dL, que precisa administracién de dos
bolos de suero glucosado, una dosis de glucagén
intravenoso y aportes de glucosa intravenosa de hasta 20
mg/Kg/min para conseguir glucemias normales, que vuelven
a descender en las horas siguientes.

Ante la falta de respuesta al tratamiento, se suspende el
diazoxido y se inicia tratamiento con octre6tido, sin conseguir
disminuir los aportes de glucosa.

2.5 Exploracién fisica:

Al nacimiento presenta aspecto macrosémico con fenotipo
facial normal, sin macroglosia, craneo normal. Hipoténico,
reactivo y despierto. Abdomen normal, auscultacion
cardiopulmonar normal. No criptorquidia. Exploracion
neuroldgica normal.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica realizada el primer dia de vida se objetiva
hipoglucemia persistente con niveles anormalmente
elevados de insulina y péptido C. Ver tabla 1. El resto de
determinaciones resultaron normales, incluyendo el estudio
metabdlico en plasma y orina (aminoacidos, &cidos
organicos y acilcarnitinas) (Tabla 1).
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PARAMETROS
Al ingreso
(Valores de referencia)
Glucosa capilar
28
mg/dL (40-80)
Glucosa mg/dL (40-80) 60
Insulina pU/mL (2-29) 59.2
Péptido C ng/mL (0.9-7.1) 7.37
Cortisol basal pg/dL (6-18) 32.50
Hormona del crecimiento ng/mL (0-3) 17

Tabla 1. Pardmetros bioquimicos mas significativos del paciente al ingreso.
Elaboracion propia.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

La etiologia de la hipoglucemia es diversa, siendo las
principales causas las siguientes:

- Farmacos.
- Enfermedades graves o estrés perinatal (sepsis, asfixia).
- Prematuridad, retraso del crecimiento intrauterino.

- Déficits hormonales hormona del

crecimiento...).

(cortisol,

- Tumores no de células B.

- Hiperinsulinismo enddgeno.
e Insulinoma (adultos).
e HIC por trastornos de las células 3-pancreaticas.
e Hipoglucemia autoinmune.

- Errores congénitos del metabolismo.

- Hipoglucemia facticia.

Una hipoglucemia neonatal transitoria que se resuelve a las
48 horas tras el nacimiento, es una manifestacion comuan en
el recién nacido sano. Sin embargo, cuando ésta es grave y
prolongada, puede ser patolégica y generalmente esta
asociada a factores de riesgo especificos y a una
hipoglucemia congénita.®

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Ante la presencia de hipoglucemia persistente con niveles
elevados de insulina y péptido C, la primera sospecha clinica
es un hiperinsulinismo enddégeno congénito, por lo que se
solicita estudio genético por parte del servicio de
Endocrinologia pediatrica.

Se realiza estudio genético mediante secuenciacion masiva
del exoma completo filtrando el analisis a 10 genes
relacionados con el diagndstico diferencial de HIC,
obteniéndose las siguientes coberturas a una profundidad de
lectura >20X: ABCC8 (100%), GCK (100%), GLUD1 (100%),

HADH (99.6%), HNF1A (100%), HNF4A (97.2%), INSR
(100%), KCNJ11 (100%), SLC16A1 (100%), UCP2 (100%).

El andlisis revela la presencia en aparente homocigosis de la
variante c¢.3574del (p.(Aspl192MetfsTerl6)), clasificada
como patogénica siguiendo las recomendaciones del
American College of Medical Genetics and Genomics’
situada en el dominio transmembrana ABC tipo 1-2 del gen
ABCC8 (NM_000352.4), compatible con el diagndstico de
Hiperinsulinismo congénito autosémico recesivo (MIM
#256450), una forma de hiperinsulinismo caracterizado por
la presentacion neonatal de hipoglucemia grave refractaria al
tratamiento.

El estudio de segregacion realizado mediante secuenciacion
Sanger en los progenitores, confirmé la presencia de la
variante c.3574del en homocigosis en el gen ABCCS8, al ser
ambos progenitores portadores sanos de la variante.

Se realizan las siguientes pruebas complementarias:
- Ecografia abdominal: sin hallazgos significativos.

- PET-TAC con 18F-DOPA: afectaciéon difusa del
pancreas.

Con todo esto, se decide realizar una pancreatectomia
subtotal desde la cola a la cabeza del pancreas mediante
laparoscopia. El péncreas presentaba una superficie
uniforme, sin nddulos. El estudio anatomopatol6gico de la
pieza quirdrgica mostré6 cambios compatibles con HIC de
patrén difuso.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Con los resultados bioquimicos, el estudio genético y los
resultados histologicos, el diagndstico definitivo es
Hipoglucemia precoz grave y sintomatica por HIC difuso,
causado por la presencia en homocigosis de una variante
patogénica en el gen ABCCS.

Presenta ademas riesgo neuroldgico debido a los episodios
de hipoglucemia, aunque la exploracion neurolégica por el
momento es normal.
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7. EVOLUCION

Al segundo dia tras la pancreatectomia presento
hiperglucemia, precisando insulina durante 5 dias, que
posteriormente se suspendid. Permaneci6 ingresado un mes
y medio con niveles de glucosa entre 50 y 200 mg/dL. Alta
con nutricion por via enteral con sonda nasogastrica y control
de glucemia por sensor intersticial de monitorizacion
continua. Se mantiene seguimiento por el servicio de
Pediatria.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA
2.1 Mecanismo molecular:

Los canales K*ATP presentes en los islotes de Langerhans
de las células B-pancreaticas tienen un papel central en la
regulacion de la secrecion de insulina. Responden a los
cambios fluctuantes de la concentracion de glucosa en
sangre, acoplando el metabolismo de ésta con la actividad
eléctrica de la membrana celular. Cuando aumentan los
niveles de glucosa, aumenta el metabolismo y la union de
ATP induce el cierre del canal K*ATP, permitiendo la
despolarizacion de la membrana y la posterior activacion de
los canales de calcio dependientes de voltaje, que permite la
entrada de calcio al interior de la célula y desencadena la
exocitosis de los granulos de insulina. Por el contrario, en
condiciones de hipoglucemia y un metabolismo reducido, los
canales K*ATP estan abiertos y el flujo de K* produce la
hiperpolarizacion de la membrana, haciendo que los canales
de Ca?* dependientes de voltaje permanezcan cerrados v,
por tanto, sin secrecion de insulina.>® (Figura 1).

Los canales K*ATP son complejos octaméricos formados por
4 subunidades Kir6.2 que llevan el sitio de union inhibitorio y
se disponen formando el poro del canal. Cada una de estas
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subunidades estd asociada a una de las 4 subunidades
reguladoras SUR1, que otorgan al canal la sensibilidad a los
nucleétidos MgATP/MgADP y a los farmacos. Los canales
K*ATP se abren y se cierran en funcion del balance entre
ADP y ATP: launién del ATP a Kir6.2 cierra el canal, mientras
que la unién de MgADP a los dominios de unién a nucleétidos
(NBD1 y NBD2) de la subunidad SUR1 produce la apertura
del canal. Adicionalmente, los canales K*ATP pueden
regularse farmacologicamente a través de las sulfonilureas
que se unen a los dominios intracelulares de SUR1 y actlan
cerrando el canal independientemente del ATP vy
favoreciendo la secrecion de insulina. Por ello son muy
utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 2.
Por el contrario, los agonistas del canal K*ATP, como el
diazoxido, interaccionan con SURL, abren el canal e inhiben
la secrecion de insulina, independientemente de los niveles
de glucosa en sangre. Estos se utilizan clasicamente en el
tratamiento de la hipoglucemia hiperinsulinémica.® (Figura 2).

2.2 Variantes genéticas:

Dado el complejo mecanismo celular que regula la secrecion
de insulina, es esperable que cualquier alteracion en ABCC8
0 KCNJ11 produzca una hipoglucemia o una hiperglucemia,
en funcion de si se produce un efecto inhibidor o activador,
respectivamente. Asi, las variantes de pérdida de funcién en
los canales de K*ATP se asocian mayoritariamente a HIC,
mientras que las variantes activadoras se asocian al fenotipo
opuesto: la diabetes.*8 (Figura 3).

Se ha descrito que las variantes de pérdida de funcién en el
gen ABCCS8 impiden la expresion del canal en la superficie
de la membrana o se asocian con canales en superficie que
no responden completamente a la activacion de MgADP, lo
gue tiene implicaciones terapéuticas.* La mayoria de estas
alteraciones siguen un patron de herencia autosémica

|\ AP (+)

ATP ATP

ATP-sensitive
K* channel

Caz+ depolarization

Voltage-gated
Ca” channel

Figura 1. Metabolismo de la célula B-pancreatica en respuesta a la captacion de glucosa. La glucosa
entra en la célula a través del transportador GLUT2, se fosforila y se metaboliza en las mitocondrias. El
ATP producido compite con el MgADP y cierra el canal K*ATP. La despolarizacién subsiguiente abre
los canales de Ca?* dependientes de voltaje y la entrada de Ca?* desencadena a su vez la exocitosis de
los granulos secretores de insulina. La flecha con un simbolo menos (-) representa una inactivacion del
canal K*ATP. La flecha con un simbolo mas (+) indica una activacion, ya sea la apertura de los canales
o la exocitosis de los granulos. Adaptado de: Saint-Martin et al, 2011.
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Figura 2. Estructura esquematica del canal K*ATP. (A) Seccion transversal del canal K*ATP
octameérico. El poro del canal esta formado por 4 subunidades Kir6.2 cada una de las cuales
est4 asociada a una subunidad reguladora SURL1. (B) Topologia transmembrana de una
subunidad Kir6.2. La unién del ATP a Kir6.2 cierra el canal. (C) Topologia transmembrana
de una subunidad SUR1. La unién del MgATP a NBD1 y NBD2 permite la apertura del canal.
Adaptado de: Saint-Martin et al, 2011.

recesiva, salvo un nimero reducido de variantes missense
con herencia autosémica dominante que producen canales
en membrana con una activacion alterada de MgADP.
También en el gen KCNJ11 se han descrito variantes con
patrén de herencia tanto dominante como recesiva. *

2.3 Histologia:

Histoldgicamente, el HIC se caracteriza por hiperplasia de los
islotes de Langerhans y puede presentarse como una forma
difusa o focal, lo que tiene implicaciones en el manejo clinico
y terapéutico del paciente. Ambos subtipos son igualmente
prevalentes y clinicamente indistinguibles, la mejor forma
para diferenciarlos es mediante una tomografia por emision
de positrones (PET) con 18F-fluoro-L-DOPA. También, la
identificacion del tipo de alteracion genética es importante
para una correcta clasificacion.?

El patrén difuso afecta a todas las células B del pancreas y
se asocia mayoritariamente a variantes patogénicas
bialélicas en el gen ABCC8 o KCNJ11, si bien también se
han descrito algunas variantes en heterocigosis.! Por el
contrario, el patrén focal es esporadico y suele ser el
resultado de dos eventos independientes: una alteracion
genética paterna en heterocigosis en ABCC8 o KCNJ11 junto
a una pérdida somética de la region improntada 11p15
materna (pérdida de heterocigosidad) en mosaico.?
Histologicamente, las lesiones focales consisten en
pequefias regiones de adenomatosis de los islotes que se
desarrollan como resultado de la expresion desequilibrada
de los genes supresores de tumores H19 y CDKNI1C en la
region 11pl5 con impronta materna, y la expresion
aumentada del gen IGF2 paterno que codifica el factor de
crecimiento similar a la insulina 2, que conduce a hiperplasia.
Por tanto, la hiperplasia de células 8 se debe a la pérdida
somatica de la region materna 11pl15.1-15.5 vy,
consecuentemente, la hemicigosidad de la correspondiente
region paterna alterada.

Ademas, existen otras formas de HIC no bien caracterizadas.
Se trata de formas atipicas en mosaico en las que rara vez
se identifican variantes en los canales K*ATP. Se ha

postulado la disomia uniparental paterna en mosaico como
posible mecanismo molecular.?

2.4 Tratamiento:

El tratamiento principal para los pacientes con HIC es el
diazoxido. Sin embargo, los pacientes con alteraciones
genéticas en ABCC8 o KCNJ11l que impiden el tréfico
correcto de las proteinas a la membrana, suelen ser no
respondedores’2, como ocurre en el caso aqui descrito.

A pesar de que se ha descrito algiin caso respondedor °, la
mayoria de los pacientes con formas focales y difusas con
alteraciones bialélicas en ABCC8 o KCNJ11, no responden
al tratamiento con diazéxido, a diferencia de las formas de
HIC difusas con alteraciones monoalélicas, las cuales
pueden ser tanto respondedoras como no
respondedoras.?310

En pacientes no respondedores, las opciones terapéuticas
alternativas incluyen anélogos de somatostatina, glucagon,
octredtido y bloqueantes de canales de calcio como
nifedipina. El tratamiento dietético puede ser Util y consiste
en una alimentacion oral enriquecida con glucosa y una
alimentacion enteral continua o frecuente.?

En las formas focales, el tratamiento de eleccion es la
pancreatectomia parcial, que suele ser curativa, evitando el
desarrollo posterior de diabetes o la necesidad de tomar
suplementos de enzimas pancredticas.® En las formas
difusas refractarias al tratamiento, la pancreatectomia casi
total puede ser una alternativa, aunque el resultado es
variable, pudiendo persistir la hipoglucemia o aumentando el
riesgo de complicaciones como diabetes e insuficiencia
pancreatica exocrina.?

2.5 Importancia del estudio genético:

La identificacion de variantes patogénicas bialélicas en
formas graves y difusas de HIC que no responden al
diazoxido, proporciona un diagnéstico genético clinicamente
util, permite el diagnéstico prenatal y la realizacién de un
adecuado asesoramiento genético.
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Figura 3. Representacion esquemética de la secrecion de insulina en la célula B-pancreética. (a) En una célula
normal en un entorno con alta concentracion de glucosa plasmaética, ésta se metaboliza tras la entrada en la célula
B a través de un transportador GLUT. Esto provoca un cambio en la relacién ATP:ADP, lo que lleva al cierre del
canal, a la despolarizacion de la membrana y a la activacién de los canales de calcio dependientes de voltaje. El
calcio entra en la célula, lo que desencadena la liberacion de insulina. (b) En una célula con una alteracion
activadora del canal K*ATP hace que la membrana se mantenga en un estado de hiperpolarizacion. Los canales de
calcio permanecen cerrados y no se secreta insulina, produciendo diabetes. (c) En una célula con una alteracion
inhibidora que provoca la ausencia o reduccion de la proteina en la superficie de la membrana, ésta permanece en
un estado despolarizado, independientemente del estado metabdlico, lo que conduce a una secrecion desregulada
de insulina. d) En una célula con una alteracion inhibidora que permite la formacion de canales que se dirigen a la
membrana, pero tienen una activaciéon de MgADP deteriorada, se produce también una secrecidn desregulada de
insulina. Adaptado de: De Franco, Elisa et al, 2020.

Por el contrario, en pacientes con una Unica alteracion en
heterocigosis, el andlisis genético debe evaluarse junto con
el estudio de segregacion en los progenitores y el diagndstico
por imagen PET con el fin de clasificar correctamente a los
pacientes como formas focales o difusas y realizar un
adecuado manejo terapéutico.”® Si la variante es de novo o
heredada por via paternay el diagndstico por PET apoya una
forma focal, se ofrecera la cirugia para la reseccion de la
lesion. Sin embargo, si el diagndstico por PET apoya una
forma difusa y se ha identificado una Unica alteracion del
canal K*ATP en heterocigosis, el analisis genético tiene un
valor afiadido limitado.®

Dada la naturaleza altamente polimorfica de ABCC8 y
KCNJ11, la existencia de alteraciones tanto activadoras
como inhibidoras, los mdltiples patrones de herencia y la
penetrancia variable de la enfermedad, la interpretacion de
las variantes identificadas en estos genes puede ser
extremadamente dificil.*

9. CONCLUSIONES

Es fundamental clasificar correctamente a los pacientes en
las dos principales formas histopatolégicas (focal vs difusa)
dado que el manejo clinico y la decisién quirdrgica sobre la
extension de la pancreatectomia son diferentes. La
clasificacion histoldgica se correlaciona bien con el analisis
genético, sin embargo, resulta un desafio diagndstico en
algunos pacientes.’® Por ello, son necesarios estudios
adicionales que profundicen y nos permitan conocer las
bases genéticas en esta patologia.®

Un diagnostico temprano y una estrategia terapéutica
adecuada son determinantes para un buen resultado clinico,
ya que episodios prolongados y graves de hipoglucemia
pueden provocar dafio neurolégico irreversible. Este riesgo
puede ser mayor en casos de HIC de inicio neonatal que no
responden al diazéxido?, como es el caso aqui descrito. La
correccion temprana de la hipoglucemia en el paciente,
favorecié sin duda su buen estado neuroldgico.
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1. INTRODUCCION

Los aminoacidos son las moléculas organicas que
constituyen las proteinas. Ademas, desempefian otras
funciones esenciales para el correcto funcionamiento del
organismo ya que, algunos de ellos, actian como
neurotransmisores o precursores de estos, precursores de
otras moléculas organicas, como la melanina, y como
intermediarios de la sintesis de purinas o pirimidinas.

El catabolismo de los aminoacidos tiene como finalidad la
obtenciéon de energia metabdlica mediante conversion de
éstos en cetoacidos y glutamato gracias a enzimas
denominadas aminotransferasas. Una particularidad del
metabolismo aminoacidico es la necesidad de separar el
grupo amino del esqueleto carbonado del aminoéacido. El
grupo amino se transfiere a una molécula de alfa-
cetoglutarato dando lugar a una molécula de glutamato que
podrd reciclarse para sintetizar de nuevo productos
nitrogenados, o bien sufrird una desaminacién oxidativa para
transformarse en amonio y, posteriormente, excretarse en
forma de urea. (Figura 1)

Los errores congénitos del metabolismo aminoacidico
abarcan cuatro grupos sindrémicos que difieren en su

Aminoacido

Transaminacion

CO0
o

o
» a-cetoacido

Acetil-CoA

|

CUERPOS
CETONICOS

Intermediarios gluconeogénesis

GLUCOSA

Carbamoil fosfato

fisiopatologia, manifestaciones clinicas y tratamiento. Estos
son: aminoacidopatias, defectos del ciclo de la urea,
acidurias organicas y trastornos del transporte de
aminoAcidos.

Entre las manifestaciones clinicas comunes en alteraciones
del metabolismo de los aminoacidos se encuentra la
aparicion de hiperamonemia que provocara un espectro de
sintomas de gravedad variable, entre los que hay que
destacar la sintomatologia neuroldgica. Esta afectacion del
sistema nervioso se debe a la capacidad del amonio de
difundir a través de la barrera hematoencefalica. Una vez en
el sistema nervioso, el amonio es incorporado al &cido
glutdmico dando lugar a glutamina, un aminoécido con
importante actividad osmolar y que, en elevadas
concentraciones, favorece la aparicion de edema cerebral.
Ademas, el amonio actda como inhibidor de la sinapsis

CO0
HN- " H
CH
CH

Glutamato

L0

Sintesis de aminoacidos y
otros compuestos
nitrogenados

UREA

Figura 1. Catabolismo de amino&cidos. Adaptado de: Nelson DL, Cox MM. 2009.

29



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

Evolucién amonemia

Concentracion amonic en sangre
{amoliL)

2300 | 840 1300 0 1900 | 2100 2300 330
23100 2410 2490 2410 240 2410 2510

Figura 2. Controles seriados de amonemia durante el ingreso. Elaboracion propia.

neuronal y estimulador del transporte del triptéfano al
cerebro, que, posteriormente serad convertido a serotonina,
interviniendo en la neurotransmisiéon serotoninérgica.

Las alteraciones metabdlicas que cursan con hiperamonemia
comparten una serie de caracteristicas clinicas. Es comuan la
existencia de un periodo asintomatico tras el nacimiento y el
inicio de sintomas se desencadena debido a factores
precipitantes como la ingesta de alimentos, apareciendo de
forma brusca e intermitente. La presentacion neonatal se
caracteriza por vOomitos, convulsiones, letargia y coma
mientras que la aparicion tardia cursa con una
sintomatologia mas leve.

La hiperamonemia sintomatica neonatal es una urgencia
médica que ha de identificarse precozmente, diagnosticarse
especificamente y tratarse eficazmente para asi mejorar el
prondstico inmediato y a largo plazo del paciente.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Neonato de dos dias de edad que ingresa por clinica de
encefalopatia e hiperamonemia a estudio.

2.2 Antecedentes personales:

Requerimiento de reanimacién tipo | por aspiracion de
secreciones durante el parto.

2.3 Antecedentes familiares:

Fiebre materna intraparto.

Sin mas antecedentes familiares de interés.
2.4 Enfermedad actual:

A las horas de vida, debuta con mala tolerancia digestiva con
regurgitacion de las tomas. Por persistencia de los vomitos,
se decide ingreso en la Unidad Neonatal comenzando dieta
absoluta con sueroterapia intravenosa, presentando en este

contexto empeoramiento neurolégico progresivo con
hiporreactividad generalizada y escasa reactividad a
estimulos, asi como movimientos armoénicos disminuidos y
marcada hipotonia axial con reflejos normales.

En las primeras horas de ingreso presentd dos episodios
compatibles con crisis convulsivas que cedieron tras
tratamiento farmacoldgico sin volver a presentar crisis
posteriormente.

2.5 Exploracién fisica:

En cuanto a la exploracion fisica al ingreso, presenta
constantes generales normales y aceptable estado general.
Sin embargo, destaca hiporreactividad sin apertura ocular
espontanea, con escasa reactividad a estimulos dolorosos,
hipotonia de eje con hipertonia de miembros superiores e
inferiores sin hiperreflexia asociada.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Debido a la mala tolerancia digestiva y al marcado deterioro
neurolégico, se solicitan niveles de amonio, confirmandose
hiperamonemia de 201 pmol/L. Se realizan controles
seriados de amonio persistiendo elevacion con niveles
maximos de 452 umol/L el segundo dia de ingreso. (Figura
2)

Ante la sospecha de enfermedad metabdlica se extraen
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR), plasma y orina
de 24 horas, previas al inicio de tratamiento con cofactores y
quelantes, obteniendo los siguientes resultados:

- Sangre: aminoacidos en limites bajos destacando
concentracion de citrulina por debajo del intervalo de
referencia y de glutamina normal.

- LCR: elevacion de glutamina.

- Orina de 24 horas: elevaciéon de &cido glutamico y de
ornitina. Citrulina dentro del intervalo de referencia.
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Se repiten las pruebas metabdlicas de cribado neonatal en
sangre de taldén, presentando disminucion de citrulina y
aumento de glutamina.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Ante el empeoramiento clinico progresivo en las primeras
horas de ingreso y el antecedente de fiebre materna
intraparto, se solicita analitica de despistaje infeccioso con
férmula leucocitaria normal y PCR de SARS-CoV-2 negativa,
y se inicia antibioterapia empirica con ampicilina y
gentamicina a las dosis habituales, previa extraccion de
hemocultivo.

Debido a la alteracién neurolégica persistente, se realiza
puncién lumbar recogiendo muestra de liquido
cefalorraquideo para estudio celular, bioquimico vy
microbioldgico. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 1.

Con dichos resultados en LCR, confirmacion de esterilidad
del hemocultivo, y ante la evolucion clinica del paciente sin
signos sugerentes de infeccion, se decide suspender
antibioterapia al cuarto dia de ingreso.

5. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

La alteracion del perfil aminoacidico en las distintas muestras
biolégicas y la hiperamonemia severa sugieren de
enfermedad metabdlica relacionada con el ciclo de la urea.
Las dos entidades més frecuentes son déficit de carbamoil-
fosfato-sintetasa | (CPSI) y déficit de ornitina-
transcarbamoilasa (OTC), siendo estas las dos principales
sospechas diagnésticas, por lo que se solicita estudio
molecular para esclarecer el origen genético de la patologia
y la etiologia de esta.

Para ello, se realiza secuenciacion masiva del exoma
completo, filtrando el andlisis para los 57 genes incluidos en
el panel de hiperamonemia, identificAndose, en
heterocigosis, dos variantes probablemente patogénicas en
el gen CPS1, que codifica para el enzima carbamoil-fosfato-
sintetasa I.

Una delecién de dos nucleétidos que genera un codén de
parada prematuro en la posicién 1256 de la proteina, dando
lugar o bien a un ARNm que seria degradado por el
mecanismo de degradacion mediado por variantes sin
sentido (NMD) o bien a una proteina no funcional truncada.
A pesar de no haber sido descrita en bases de datos
poblacionales, se ha resefiado la presencia de variantes de
pérdida de funcién en este gen como un mecanismo de
patogenicidad en pacientes afectos, incluso en posiciones
posteriores a esta. Por ello, se clasifica esta variante como
probablemente patogénica.

La segunda variante localizada consiste en la transicion de
una guanina por una adenosina que, presumiblemente,
produce el cambio de la metionina del codén 815 por una
isoleucina en la proteina codificada. Esta variante ha sido
reportada en la literatura en un neonato con patologia
compatible con deficiencia de CPSI en heterocigosis
compuesta con otra variante en el gen CPS1. Ademas, la
mayoria de programas bioinforméaticos de prediccion in silico
consultados sugieren un posible efecto deletéreo de la
variante. Por todo ello, esta variante es clasificada como
probablemente patogénica.

Debido a que el déficit de carbamoil-fosfato-sintetasa |
presenta un patron de herencia autosémico recesivo, es
necesario realizar la segregacion de las variantes en los
progenitores para poder determinar si se presentan en
heterocigosis compuesta y asi poder confirmar el diagnostico
molecular. Los resultados obtenidos del estudio de
segregacion indican que cada una de las variantes ha sido
heredada de un progenitor, siendo compatible con que las
variantes analizadas se encuentren en heterocigosis
compuesta en el caso indice.

Por otro lado, tras conocer el estado de portador de ambos
progenitores para cada una de las variantes, se extiende el
estudio al primogénito de la pareja para descartar un inicio
tardio de la enfermedad. En este caso, Unicamente se
identifica la variante truncante, lo que le confiere el estatus
de portador asintomatico para el déficit de CPSI.

Pruebas realizadas Resultados IR

Cultivo LCR Estéril Estéril

Citologia LCR
- Hematies 5 hematies/pl 0-50 hematies/ul
- Leucocitos 2 leucocitos/pl 0-27 leucocitos/pl

Bioquimica LCR
- Glucosa

- Proteinas

68 mg/dL
47 mg/dL

60-80 mg/dL
10-30 mg/dL

Tabla 1. Estudio de LCR. IR: intervalo de referencia. Elaboracion propia.
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Es recomendable que, antes de tener descendencia, este
individuo acuda a una consulta de asesoramiento genético
ya que, al tratarse de una enfermedad con un patron de
herencia autosémico recesivo, el riesgo de transmitir la
enfermedad a su descendencia dependera del estatus de
portador de variantes patogénicas en el gen CPS1 de su
pareja reproductiva, estando indicado realizar estudio
molecular del gen a esta.

6. EVOLUCION

Tras la confirmacion de hiperamonemia por parte del
laboratorio, a la espera de confirmacion genética, se inicia
nutricién parenteral sin aporte de proteinas y tratamiento con
quelantes y cofactores (fenilacetato sddico, benzoato sddico,
arginina, riboflavina, tiamina, piridoxina, acido carglumico,
hidroxicobalamina y carnitina).

NAG sintetas

l_®_ N-acetil-glutamato %Glutamato
Acetil-CoA

Carbamoil fosfato sintetasa

2 ATP + HCO3 + NH; oo Carbamoil fosfato

Ornitina

UREA

Citrulina

Aspartato + ATP
ito sintetasa

Arginosucc

AMP + PP,

CICLO DE LA UREA

H;0

Arginina

Arginosuccinato

Fumarato

Figura 3. Ciclo de la urea. Adaptado de: Nelson DL, Cox MM. 2009.

Nombre de la enfermedad

Déficit enzimatico

Deficiencia en CPS

(Hiperamonemia tipo I)

Carbamoil fosfato sintetasa |

Deficiencia en OTC

(Hiperamonemia tipo Il)

Ornitina transcarbamilasa

Citrulinemia

Arginosucinato sintetasa

Argnisuccinato aciduria

Arginosuccinato liasa

Argininemia

Arginasa

Deficiencia de
sintesasa

N-acetilglutamato

N-acetilglutamato sintesasa

Tabla 2. Enfermedades metabdlicas relacionadas con el ciclo de la urea. Adaptado de:
Gonzélez Hernandez A. 2014.
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Debido a la persistencia de niveles elevados de amonio de
hasta 452 umol/L y a la elevacién de la CK (niveles maximos
de 570 U/L), se decide comenzar con hemodiafiltracién
venosa continua que se mantiene durante 43 horas. Tras
suspender la hemodiafiltracion, el paciente mantiene
amonios dentro de la normalidad habiendo reiniciado aportes
progresivos de proteinas en la nutricion parenteral. Se
mantiene tratamiento con quelantes de amonio (fenilacetato
sédico y benzoato sodico), arginina y éacido carglumico,
retirAndose tratamiento con el resto de cofactores. Es dado
de alta a los 8 dias de vida con buen estado general, pero ha
de mantener el tratamiento expuesto anteriormente.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El grupo amino producido en la degradacién de aminoacidos
es toxico para el organismo. Por ello, ha de ser transportado
desde los diferentes tejidos hasta el higado para ser
transformado en urea a través del ciclo de la urea. En esta
ruta metabdlica participan un total de cinco enzimas
catalizando reacciones irreversibles. (Figura 3)

Los trastornos del ciclo de la urea (TCU) pertenecen a un
grupo de enfermedades conocidas como errores congénitos
del metabolismo. Se tratan de enfermedades metabdlicas
hereditarias derivadas de un defecto en cualquiera de las
enzimas que participan en el ciclo de la urea.

Se estima que la prevalencia de TCU es de 1 de cada 25.000
nacidos vivos, aunque se cree que esta esta subestimada
debido a que muchos pacientes fallecen antes del
diagndstico.

Se conocen seis enfermedades metabdlicas relacionadas
con la ureagénesis (Tabla 2). Los defectos genéticos en
cualquiera de estas enzimas provocan que, ante una ingesta
proteica superior a los requerimientos diarios minimos, se
forme amonio en exceso y se acumule uno o mas
intermediarios del ciclo de la urea, en funcion de la enzima
deficitaria.

El cuadro clinico de los pacientes con TCU es consecuencia
de la hiperamonemia y es muy similar independientemente
del déficit enzimético.

Existen dos tipos de manifestaciones clinicas de los TCU:
debut neonatal y tardio. La forma neonatal es mas grave y
suelen ser letales si no se realiza un diagndstico temprano
fundamental para instaurar un tratamiento adecuado lo antes
posible. En los casos de aparicion tardia, la hiperamonemia
suele ser mas suave. La edad de aparicion estéa relacionada
con la actividad enziméatica residual de la enzima deficitaria 'y
la gravedad de la enfermedad con la posicion que ocupa la
enzima en el ciclo de la urea, por ello, la hiperamonemia mas
severa tendrd lugar ante déficits de las primeras enzimas del
ciclo (CPSI y OTC). Esto es asi puesto que conforme va
avanzando el ciclo, los compuestos intermediarios que se
forman son menos toxicos que el amonio.

En funcién del patrén de metabolitos intermediarios
cuantificados en sangre y/u orina se podra identificar la
actividad enzimatica ausente, aunque el diagndstico
definitivo se realizara mediante estudio genético y
cuantificacion de actividad enzimatica en biopsia hepética.

Los metabolitos que se han de cuantificar y su patrén de
expresion en funcidn del déficit enzimatico sera el siguiente:

- Amonio: todas las deficiencias
hiperamonemia superior a 150 pmol/L.

comparten

- Glutamina: hiperglutaminemia en sangre y orina
presente en todos los déficits enzimaticos.

- Citrulina: se encontrardn concentraciones elevadas en
déficit de arginosuccinato sintetasa y de arginosuccinato
liasa. Sin embargo, los déficits de CPSI y de OTC
presentaran concentraciones disminuidas de citrulina.

- Arginina: concentracién plasmatica disminuida en todos
los déficits excepto en el déficit de arginasa donde se
encontrard aumentada.

- Acido orético: los déficits de OTC y de CPSI presentaran
concentraciones variables de 4&cido orético (la
concentracion ser4 mayor en el caso de deficiencia de
OTC). Esto se da por el desvio del carbamoil fosfato
hacia la ruta anabdlica de sintesis de pirimidinas.

Se ha de tener en cuenta que otros procesos, como ciertas
patologias hepéaticas (hepatitis virica o cirrosis) y acidemias
orgéanicas, pueden provocar hiperamonemia.

El tratamiento de los TCU se basa en un control estricto de
la dieta caracterizado por una limitaciéon de la ingesta de
proteinas, un aumento de la ingesta de calorias para evitar
un catabolismo excesivo y una suplementacién con
aminoacidos esenciales, como arginina.

Ademas, suelen emplearse &cidos aromaticos como
benzoato sédico y fenilacetato sddico. Actian como
guelantes de amonio al conjungarse con glicina y glutamina
respectivamente, para dar lugar a &cido hiparico y
fenilglutamina que seran eliminados en orina.

El cribado neonatal permite el diagndstico de algunos de los
errores congénitos del metabolismo, como la fenilcetonuria,
la tirosinemia tipo | o el déficit de arginosuccinato sintetasa.
Sin embargo, debido a la baja especificidad y sensibilidad del
método para la deteccion de citrulina, no es posible cribar los
TCU hipocitrulinémicos, como el déficit de CPSI, de OTC y
de NAGS. Por ello, ante una hiperamonemia sintomatica
neonatal que haga sospechar una de estas alteraciones
genéticas es importante que se diagnostique a la mayor
brevedad posible para poner el tratamiento adecuado en
relacion al déficit enzimatico.

Por ello, la hiperamonemia sintomatica neonatal es una
urgencia médica que ha de identificarse precozmente,
diagnosticarse especificamente y tratarse eficazmente para
asi mejorar el prondstico inmediato y a largo plazo del
paciente.
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1. INTRODUCCION

El sindrome de CAPOS (MIM#601338) (Cerebellar ataxia,
Areflexia, Pes cavus, Optic atrophy and Sensorineural
hearing loss), fue descrito por Nicolaides et al. en 1996*. Es
un trastorno neurolégico raro con herencia autosémica
dominante. Clinicamente se caracteriza por la aparicion en la
primera infancia de episodios de encefalopatia ataxica aguda
asociada a procesos febriles?>. Estos episodios tienden a
disminuir con el tiempo, pero las secuelas neurolégicas son
permanentes y progresivas. Las personas afectadas por este
sindrome ademas suelen desarrollar una discapacidad visual
por atrofia Optica e hipoacusia neurosensorial bilateral. El
espectro fenotipico también puede incluir movimientos
oculares anormales, pie cavo y disfagia. El sindrome de
CAPOS esta asociado a la presencia de una Unica variante
patogénica en heterocigosis, ¢.2452G>A, p.Glu818Lys,
localizada en el exdén 18 del gen ATP1A3 (MIM*182350)2.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Caso 1:
21.1 Motivo de consulta:

Mujer de 24 afios remitida a la consulta de Genética para
estudio y asesoramiento genético por presentar un cuadro
clinico consistente en hipoacusia neurosensorial moderada
bilateral de causa desconocida.

2.1.2 Antecedentes personales:

En seguimiento por el Servicio de Neurologia por
inestabilidad de la marcha desde la infancia tras crisis febril
gue caus0 hipoacusia grave bilateral y progresiva. Refiere
cierta dificultad para alcanzar objetos con las dos manos y
tropiezos frecuentes.

2.1.3 Antecedentes familiares:
Sin antecedentes familiares de interés.
2.1.4 Enfermedad actual:

Hipoacusia severa bilateral. Posee una inteligibilidad a 60 dB
(intensidad normal de la voz) del 4% para el oido derecho y
8% para el oido izquierdo que disminuyen méas ain con el
ruido ambiental. La comprension sin lectura labial esta muy
afectada y no mejora con audifonos. No presenta
alteraciones del lenguaje. La inestabilidad de la marcha ha
mejorado con el tiempo. Tras resultado del estudio genético
la paciente es remitida a oftalmologia donde se evidencia la
presencia de atrofia 6ptica. Actualmente la vision no se ve
muy afectada manteniendo una agudeza visual entre 0,7 y
0,8 en ambos ojos.

2.1.5 Exploracién fisica:

Examen cognitivo normal. No disartria. No diplopia. 2-3
batidas de nistagmo horizonto-rotatorio a la mirada horizontal
bilateral-extrema. No dismetria en maniobras dedo-nariz,
dedo-dedo ni talén-rodilla. Leve inestabilidad troncular en
sedestacion con ojos cerrados. Bipedestacion inestable, con
Romberg negativo. Marcha levemente inestable sin aumento
de base de sustentacion ni lateralizacion. Marcha en taindem
imposible sin apoyo. Resto de valoracion sin alteraciones.

2.2 Caso 2:
2.1.1 Motivo de consulta:

Varén de 38 afios remitido a la consulta de Genética para
estudio y asesoramiento geneético por presentar un cuadro
clinico consistente en atrofia Odptica e hipoacusia
neurosensorial bilateral.

2.1.2  Antecedentes personales:

Sin antecedentes destacables hasta los 10 afios que
comienza con hipoacusia neurosensorial bilateral progresiva
y atrofia Optica bilateral, aunque puede continuar haciendo
vida normal. A los 15 afios sufre un cuadro infeccioso con
fiebre que empeora la afectacion auditiva y visual y
desencadena problemas de coordinacién y de estabilidad de
la marcha (sindrome cerebeloso). Ademas, presenta hipo-
arreflexia generalizada.

2.1.3 Antecedentes familiares:
Sin antecedentes familiares de interés.
2.1.4 Enfermedad actual:

Actualmente tiene una discapacidad del 89%. La
inestabilidad de la marcha ha mejorado pero las alteraciones
oculares y auditivas han ido empeorando progresivamente.

2.1.5 Exploracion fisica:

Cognitivo normal, nistagmo pendular. No dismetria en
maniobras dedo-nariz, dedo-dedo ni talén-rodilla. Intensa
disminucion de la agudeza visual. Ataxia troncal moderada.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Se realiza estudio genético mediante secuenciacion masiva
del exoma completo (kit xGen Exome Panel v2.0), filtrando el
andlisis para los genes incluidos en el panel de Hipoacusia
en el caso 1y el panel de Hipoacusia y Atrofia éptica en el
caso 2 (Tabla 1). En ambos casos se ha identificado en
heterocigosis la  variante  patogénica  ¢.2452G>A,
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ABHD12, ABHD5, ACTB, ACTG1, ADCY1, ADGRV1, AIFM1, AK2, ALMS1, ANKH, AP1S1, ARSB,
ATOH1, ATP1AS3, ATP2B2, ATP6V0A4, ATP6V1B1, ATP6V1B2, BCSI1L, BDP1, BRAF, BSND, BTD,
CABP2, CACNA1D, CATSPER2, CCDC50, CD151, CD164, CDC14A, CDH23, CDKN1C,
CEACAM16, CEP78, CHD7, CHST3, CHSY1, CIB2, CISD2, CLCNKA, CLCNKB, CLDN14, CLICS5,
CLPP, CLRN1, COCH, COL11A1, COL11A2, COL2A1, COL4A3, COL4A4, COL4A5, COL4AG,
COL9A1, COL9A2, COL9A3, COQ6, CPLANEL, CRYL1, CRYM, DCDC2, DIABLO, DIAPH1, DIAPHS,
DLX5, DMXL2, DNMT1, DSPP, EDN3, EDNRA, EDNRB, ELMOD3, EPSS8, EPS8L2, ERCC2, ERCC3,
ESPN, ESRRB, EYAL, EYA4, FAM189A2, FGF3, FGFR2, FGFR3, FLNA, FOXC1, FOXI1, FRAS1,
FREM2, GATA2, GATAS, GDF5, GFER, GIPC3, GJAL, GJB1, GJB2, GJB3, GJB6, GLB1, GP1BB,
GPSM2, GRHL2, GRIP1, GRXCR1, GRXCR2, GSC, GSDME, GSTP1, HARS, HARS2, HGF,
HOMER2, HOXB1, HSD17B4, ILDR1, JAG1, KARS, KCNE1, KCNJ10, KCNQ1, KCNQ4, KITLG,
LARS2, LHFPL5, LHX3, LOXHD1, LRTOMT, MANBA, MARS2, MARVELD2, MASP1, MCM2, MET,
MITF, MSRB3, MTAP, MYH14, MYH9, MYO15A, MYO1A, MYO3A, MYO6, MYO7A, NARS2, NDP,
NF2, NLRP3, NOG, OFD1, OPA1, OSBPL2, OTOA, OTOF, OTOG, OTOGL, P2RX2, PAX3, PCDH15,
PDzD7, PEX1, PEX16, PEX6, PITX2, PJVK, PLOD3, PMP22, PNPT1, POLD1, POLR1C, POLRI1D,
POUS3F4, POU4F3, PRPS1, PTH, PTPN11, PTPRQ, RAF1, RDX, RIPOR2, RMND1, ROR1, RPAL,
RPS6KA3, RRM2B, S1PR2, SALL1, SALL4, SEMA3E, SERAC1, SERPINB6, SH3TC2, SIX1, SIX5,
SLC17A8, SLC19A2, SLC22A4, SLC26A4, SLC26A5, SLC29A3, SLC33Al1, SLC4A11, SLC52A2,
SLC52A3, SLITRK6, SMAD4, SMPX, SNAI2, SOST, SOX10, SOX2, STRC, SUCLA2, SYNE4,
TBC1D24, TBL1X, TBX1, TCOF1, TCTNS3, TECTA, TFAP2A, THRB, TIMM8A, TJP2, TMC1, TMC2,
TMEM132E, TMEM216, TMIE, TMPRSS3, TNC, TPRN, TRIOBP, TRMU, TSPEAR, TWNK, TYR,

ACO2, AFG3L2, ANTXR1, ATP1A3, AUH, BCS1L, C120RF65, CISD2, COX10, COX15, DNM1L,
EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4, EIF2B5, FDXR, FOXRED1, GLRX5, MFN2, MTPAP, NBAS,
NDUFA10, NDUFA2, NDUFA9, NDUFS1, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS8, NMNAT1, NR2F1, OPAL,
OPAS3, PAX6, PDSS1, PLA2G6, POLG, PRPS1, RTN4IP1, SDHA, SLC25A46, SLC52A2, SNX10,
SPG7, SSBP1, SURF1, TIMM8A, TMEM126A, TSFM, TWNK, WFS1, YME1L1, ZNF592

GENES ESTUDIADOS
Panel de
hipoacusia
USHI1C, USH1G, USH2A, WBP2, WFS1, WHRN
Paneles de
atrofia
Optica

Tabla 1. Lista de genes estudiados en los pacientes. Elaboracién propia.

p.Glu818Lys, en el gen ATP1A3 (NM_152296.4), uUnica
variante conocida hasta la actualidad asociada al sindrome
de CAPOS, compatible con el fenotipo de los pacientes.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Los sintomas de ataxia, hipoacusia neurosensorial y atrofia
Optica no son unicos para el sindrome de CAPOS sino que
también estan presentes en muchas otras patologias, entre
ellas:

- Enfermedades mitocondriales

- Trastornos congénitos de la glicosilacion

- Enfermedades peroxisomales

- Defectos en el transporte de las riboflavinas

- Deficiencia de biotinidasa

- Atrofias Opticas dominantes sindromicas (OPA1)
- Encefalitis o cerebelitis postinfecciosa

- Trastornos metabdlicos de los acidos organicos
- Sindrome de Guillén- Barré

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Los estudios de segregacion, realizados mediante
secuenciacion Sanger en los progenitores, demuestran que
se trata de una variante de novo en ambos pacientes.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Gracias al hallazgo molecular, compatible con la clinica de
ambos pacientes, han podido ser diagnosticados de
sindrome de CAPOS.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA
7.1 El gen ATP1A3

El gen ATP1A3 se localiza en el cromosoma 19, contiene 23
exones y codifica la subunidad a3 de la ATPasa Na*/K*. Este
gen se expresa principalmente en la céclea, nervio 6ptico,
corteza cerebelosa y en las fibras nerviosas que inervan los
musculos, explicando en gran medida las caracteristicas
clinicas de la enfermedad?.

Las ATPasas de Na*/K* son heteroligdmeros formados por
una subunidad a catalitica, como ATP1A3, y una subunidad
B glicosilada. Catalizan el intercambio de 3Na* intracelulares
por 2K* extracelulares a través de la membrana plasmatica
con ayuda del ATP.

Estas enzimas juegan un papel clave en muchas vias de
transduccion de sefales. Ademas, se encargan de mantener
el gradiente electroquimico a través de la membrana
plasmatica, involucradas en la regulacién de la recaptacion
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e

Figura 1. Visualizacién en IGV de la variante c.2452G>A en el gen ATP1A3 detectada en el caso 1. Elaboracion

propia.

de neurotransmisores y de la excitabilidad eléctrica del nervio
y el musculo.

En modelos animales con mutaciones en las ATPasas se
observan fugas de electrolitos a través de la membrana
plasmatica y, ademas, estas fugas son mayores a elevadas
temperaturas®. Esto puede explicar que los episodios agudos
ocurran en procesos febriles. Recientemente se ha
demostrado en ratones que la subunidad a3 de la ATPasa de
Na*/K* juega un papel clave en el anclaje de la retinosquisina
a los fotorreceptores y a las células bipolares de la retina lo
que explica su accién en la visién. El rol de esta ATPasa en
la audicién es todavia desconocido, pero se expresa
abundantemente en ganglios que estan en contacto con las
células ciliadas internas y externas de la céclea?.

La variante encontrada en el gen ATP1A3 en nuestros
pacientes, ¢.2452G>A, consiste en la transiciébn de una
guanina por una adenina (Figura 1). Se encuentra en una
region hotspot mutacional donde hay mdltiples variantes
patogénicas descritas, asociadas a otros fenotipos que
describiremos més adelante. Esta variante, presumiblemente
da lugar al cambio de un aminoacido con carga negativa, el
acido glutdmico, por un aminoacido con carga positiva, la
lisina, en el codén 818 (p.Glu818Lys) de la proteina
resultante (UniProtKB-P13637). Es un cambio no descrito en
la base de datos poblacional gnomAD. Sin embargo, se
encuentra clasificada como variante patogénica por multiples
suscriptores en la base de datos ClinVar (ID156238) y en la
base de datos profesional de HGMD (CM140738). Todos los
programas bioinformaticos de prediccion in silico consultados
sugieren un posible efecto deletéreo de la variante.

La presencia de variantes patogénicas en este gen (Figura
2) son responsables de tres enfermedades neuroldgicas con
herencia autosémica dominante: el sindrome de CAPOS
(MIM#601338), la Hemiplejia alternante de la infancia (AHC;
(MIM#614820) y la Distonia-Parkinsonismo de inicio precoz
(DYT12; MIM#128235)*6. Muchos autores sugieren que
estas tres entidades pertenecen a lo que se conoce como un

fenotipo continuo’, aunque solo el sindrome de CAPOS se
manifiesta con hipoacusia neurosensorial y atrofia 6ptica. En
la Tabla 2 se reflejan las caracteristicas clinicas de las 3
entidades®.

7.2 El sindrome de CAPOS:

Los sintomas en el sindrome de CAPOS suelen comenzar
en la infancia o inicio de la adolescencia, con una edad media
de aparicion de 2,5 afios®. La mayoria de los pacientes
debutan con episodios inducidos por fiebre y caracterizados
por encefalopatia, ataxia cerebelar, hipotonia, paresia y
movimientos oculares anormales. Las exploraciones
posteriores al episodio agudo suelen mostrar hipoacusia
neurosensorial bilateral (97%), arreflexia (97%), ataxia
cerebelar (94%), atrofia oOptica bilateral (91%), nistagmus
(44%), pies cavos (34%) y disartria (37%). Otros rasgos que
pueden aparecer con menor frecuencia son distonia,
mioclonias, bloqueo cardiaco, bradicinesia y discapacidad
intelectual. No se han descrito crisis epilépticas en estos
pacientes. La mayoria de estos casos suelen presentar de 1
a 3 episodios agudos.

Una clave para el diagnostico de este sindrome es la
presencia de estudios electrofisiolégicos normales en el
contexto de la arreflexia que se explica por la disfuncion de
ATP1A3 en los receptores de estiramiento muscular®.

No existe tratamiento especifico para el sindrome de
CAPOS, se utiliza la acetazolamida para prevenir o reducir el
déficit neuroldgico en los episodios febriles agudos. Es un
inhibidor de la anhidrasa carbdnica cuyo mecanismo de
accion consiste en crear un estado de acidosis cerebral y
metabdlico, reducir la fuga de iones y normalizar la
excitabilidad neuronal.
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AHC DYT12 CAPOS
Variante en ATP1A3 Varias Varias €.2452G>A p.E818K
Edad de inicio 0-18 meses 4-55 afos 6 meses — 5 afios
Evolucion
Oligofésica - + +
Polifasica + -/+ -
Desencadenante
Fiebre + + +
Otro estrés fisiolégico + + -
Sintomas paroxisticos
Distonia asimétrica + + -
Paresia flacida asimétrica + - -
Paresia flacida simétrica + - +
Disartria + + -/+
Disfagia + + -1+
Movimientos oculares anormales + -/+ -/+
Epilepsia -/+ -/+ -/+
Pérdida de consciencia -/+ - +
Sintomas no paroxisticos
Ataxia + + +
Distonia + + -/+
Disartria + + -/+
Bradiquinesia -/+ + -
Inestabilidad postural - + +
Gradiente rostrocaudal + + -
Asimetria del trastorno del movimiento + + -
Retraso en el desarrollo/ Discapacidad -+ - -I+
intelectual
Atrofia éptica - - +
Hipoacusia neurosensorial - - +
Arreflexia -/+ -/+ +
Pies cavos - - -/+

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los 3 fenotipos asociados a variantes patogénicas en el gen ATP1A3. Adaptada de

Rosewich H et al, 20147.
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Figura 2. Variantes en el gen ATP1A3 implicadas en las patologias AHC, DYT12 y CAPOS. Se
destaca la variante que produce el sindrome de CAPOS mostrando la conservacion del residuo
afectado en otras especies. Adaptado de la UCSC Genome Browser.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es un trastorno
neurodegenerativo comin que suele aparecer sobre los 60
afos de edad. El sindrome parkinsoniano se caracteriza por
decremento en la amplitud o velocidad de los movimientos
(bradicinesia), alteraciones en la marcha, temblor en reposo
y/o rigidez, que pueden ir asociados a otros sintomas no
motores. La incidencia del Parkinson aumenta bruscamente
con la edad, no obstante sigue siendo muy rara en jovenes y
se estima que tan s6lo un 5% de los casos de enfermedad
de Parkinson se presentan antes de los 50 afios de edad. Un
estudio sobre la prevalencia de esta enfermedad estim6 0,8
por cada 100.000 entre los 0-29 afios y 3 por cada 100.000
entre los 30-49 afios. Se define como Parkinson de inicio
temprano aquellos casos de presentacion antes de los 40
afios de edad, aunque hay autores que lo consideran hasta
los 50 afios®.

El parkinsonismo juvenil se define como la presentacion de
sintomas y signos parkinsonianos de inicio antes de los 20
afios. Se trata de un sindrome raro, heterogéneo y suele ser
hereditario. La gran mayoria de estos pacientes no cumplen
criterios clinicos de enfermedad de Parkinson ya que
presentan otros sintomas atipicos como pueden ser:
distonia, ataxia, espasticidad, deterioro cognitivo,
alteraciones psiquiatricas. La etiologia genética del
parkinsonismo juvenil es conocida desde hace afios.
Diversas formas monogénicas se han descrito asociadas a
un patron de herencia autosémico recesivo, dominante y
ligado al X. La mayoria de estos genes se encuentran
asociados a un parkinsonismo juvenil atipico?.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Clinica delirante-alucinatoria con alteracion del

comportamiento.
2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales, destacan:

— Probable sindrome alcohdlico fetal. Desarrollo
psicomotor normal. Mal rendimiento académico. No
déficit intelectivo. Introversion.

— Fumadora desde los 15 afios, comienza también
consumo de alcohol (en abstinencia desde hace 9 afios)
y cannabis.

— Onicectomia de primer dedo de pie izquierdo por
onicogrifosis.

— Dos abortos. Ceséareas en 2020 y 2021.
2.3 Antecedentes familiares:

Madre con depresion y alcoholismo desde la juventud
(fallecida por neoplasia de mama). Sin antecedentes de
enfermedades neuroldgicas en la familia.

2.4 Enfermedad actual:

A los 17 afilos comenzd con alucinaciones visuales y
auditivas (estas en forma de voces imperativas de contenido
heteroagresivo), asi como vivencias delirantes de contenido
fundamentalmente paranoide y mistico, irritabilidad,
insomnio y alteracion del comportamiento. A los 20 afios
ingres6 en Psiquiatria, diagnosticada de Esquizofrenia
paranoide, con inicio de tratamiento antipsic6tico, con
irregular cumplimiento, por lo que se pauté tratamiento con
antipsicotico de liberacion prolongada (risperidona 37,5
mg/14 dias). Tras el inicio de inyectables comenzd con
"temblores" tanto de accion como de reposo, intermitentes,
sin mioclonias, y lentitud al caminar. El seguimiento
psiquiétrico fue erratico. En los Ultimos 4 afios sin tratamiento
psicofarmacoldgico.

A los 32 afios se evidenci6 disartria leve y alteracion en la
marcha progresiva, requiriendo de apoyos para la
deambulacion. Fue valorada por Neurologia que realizd
resonancia magnética (RM) craneal evidenciandose
marcada atrofia supra e infratentorial para la edad de la
paciente. La alteracién en la marcha progresd, con caidas
frecuentes, precisando movilizarse en silla de ruedas desde
septiembre/21.

En septiembre/21 ingreso en Psiquiatria tras ser encontrada
en via pulblica, en estado de gestacién (23 semanas
estimadas, embarazo no controlado) verbalizando ideas
delirantes de tintes misticos y paranoides, y alucinaciones
visuales y auditivas, comenzando en ese momento con
incontinencia urinaria de urgencia.

2.5 Exploracioén fisica:

Tension arterial 125/90 mmHg, frecuencia cardiaca 85 Ipm,
temperatura 36,3°C. Funciones superiores: consciente,
inatenta, desorientacion parcial en tiempo. Lenguaje
desorganizado sin elementos disfasicos, disartria moderada.
Pares craneales: pupilas isocéricas y normorreactivas,
campimetria por confrontacion normal, leve limitacién en la
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supraversion con enlentecimiento de sacadas en el plano
vertical, no diplopia ni nistagmo, no ptosis, no asimetria
sensitivomotora facial, pares craneales bajos normales.
Motor: Espasticidad leve en la flexoextension de rodilla
izquierda. Dificultad moderada para la flexion de la cadera y
para el mantenimiento de posturas gravitatorias con
miembros inferiores. Retracciones aquileas en flexion. REM
(rapid eye movements) +++/++++ generalizados, con
aumento del area reflexdégena y clonus aquileo izquierdo
inagotable. Respuesta cutanea plantar: flexor bilateral.
Sensibilidad: no hipoestesia tactoalgésica en miembros, leve
hipopalestesia con gradiente distal en miembros inferiores.
Coordinacion:  dismetria  apendicular  bilateral leve.
Sedestacion estable. Marcha incapaz de forma auténoma,
espastica, realizando movimientos de circunduccién con
ambas piernas. Extrapiramidal: bradicinesia leve. Temblor de
reposo y de accion bilateral de baja amplitud. Temblor
mentoniano. Hipomimia moderada.

2.6 Exploracién psicopatologica:

Consciente y orientada. Abordable, escasa colaboracion.
Aspecto muy desaseado, abandono de autocuidados.
Embotamiento afectivo. Discurso diséartrico, en ocasiones
desorganizado, refiere ideacién delirante poco estructurada
y alucinaciones (“estoy embarazada de Dios”,”las sombras
de la muerte me dicen que si hablo contigo te mueres”), con
soliloquies, afecto incongruente y angustia psicotica.
Labilidad emocional ocasional. Niega ideas de contenido

auto-heteroagresivo. Insomnio. Irritabilidad.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En el estudio radiolégico se observa una marcada
prominencia de los espacios subaracnoideos, ventriculos y
cisternas de la base consistentes con una atrofia cerebral
severa desproporcionada para la edad de la paciente.
También se puede visualizar una atrofia cerebelosa severa.
Se identifica alteracion de la sefial en secuencias de
susceptibilidad magnética en ambos lenticulares sugestiva
de depdsitos ferromagnéticos a ese nivel. No existen
lesiones de sustancia blanca (Figura 1).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Sindromicamente la paciente presenta un cuadro psicotico
recurrente desde la adolescencia, al que progresivamente se
sumaron temblor, lentitud leve y, desde los 32 afios,
alteracion progresiva de la marcha y de las funciones
cognitivas. Destaca en la exploracién neuroloégica un
parkinsonismo leve, piramidalismo moderado y alteracion
supranuclear de la mirada vertical.

La paciente fue diagnosticada inicialmente de esquizofrenia
paranoide, pero la apariciéon de otros sintomas neuroldgicos
en el curso de la enfermedad hace improbable este
diagnostico.

El consumo excesivo de alcohol puede favorecer la aparicion
de psicosis y cierto grado de atrofia cerebral y cerebelosa.
No obstante, no explica el piramidalismo, el parkinsonismo,
la alteracion supranuclear de la mirada ni el curso progresivo.

La toma de antipsicéticos desde la adolescencia puede
justificar o contribuir a la aparicion de un sindrome
parkinsoniano leve. No obstante, es fundamental descartar
otras causas genéticas de parkinsonismo de inicio precoz,
con patrén de herencia autosémico recesivo dada la
ausencia de antecedentes familiares: mutaciones en gen de
la parkina, DJ1, PINK1, FBXO7, POLG y, especialmente por
los sintomas descritos, ATP13A2; asi como la enfermedad
de Wilson.

La combinacion de una alteracion supranuclear de la mirada,
manifestaciones psiquiatricas, alteracion de la marcha,
disfuncion cerebelosay deterioro cognitivo obliga a descartar
una enfermedad de Niemann Pick tipo C.

El fenotipo de la paciente podria ser similar al que aparece
en algunas enfermedades lisosomales (lipofuscinosis
neuronal, gangliosidosis, leucodistrofia metacromética,
Krabbe...) pero la ausencia de epilepsia, de lesiones de
sustancia blanca y de afectacion de otros érganos las hace
menos probables.

El piramidalismo, atrofia cerebelosa, déficits cognitivos y la
alteracion de la marcha de tipo espastico obligan a
considerar las paraparesias espasticas complicadas
genéticas.

La alteracion de la sefial en secuencias SWI (Susceptibility
Weighted Imaging), de la RM hace que se consideren otras

Figura 1. Corte axial del cerebelo donde se
observa atrofia severa.
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enfermedades que cursan con depésito de hierro en el
parénquima cerebral (NBIA).

Causas infecciosas, inflamatorias y endocrinologicas son
menos probables, y se descartaron mediante un amplio
estudio seroldgico y bioquimico.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Ante los antecedentes personales y la atrofia cerebral severa
que presenta la paciente se solicita un estudio genético por
parte del servicio de neurologia.

Se ha realizado un estudio mediante secuenciacion masiva
del exoma completo (kit xGen Exome Panel v2.0). Se han
estudiado 15 genes incluidos en el panel de Parkinson
hereditario de inicio precoz, obteniéndose las siguientes
coberturas a una profundidad de lectura >20X: ATP13A2
(100%), ATP6AP2 (93.9%), DNAJC13 (99.6%), DNAJC6
(100%), FBXO7 (100%), HTRA2 (100%), LRRK2 (99.9%),
PARK7 (100%), PINK1 (100%), PLA2G6 (100%), PRKN
(100%), SLCB6A3 (100%), SNCA (100%), SYNJ1 (100%),
UCHL1 (100%).

El estudio identifica dos tipos de variantes genéticas en
heterocigosis en el gen ATP13A2 (transcrito de referencia
utiizado NM_022089.3), que pese a no encontrarse
descritas en la bibliografia, las variantes bialélicas de pérdida
de funcibn son mecanismo de patogenicidad conocido
asociadas al sindrome de Kufor-Rakeb? y a paraparesia
espastica hereditaria de tipo complejo (SPG78)3. Con la
informacién del fenotipo sugestivo de parkinsonismo juvenil
atipico y al afecto radical de ambas variantes son clasificadas
como variantes patogénicas asociadas a enfermedad.

Por un lado, se identifica una variante puntual c.917G>A,
p.(Trp306Ter), que consiste en una transicion de una G
(guanina) por una A (adenina) en el exén 11 del gen y que
origina la aparicion de un coddn de parada prematuro en el
ARN mensajero (Figura 2), como consecuencia, éste podria
ser degradado por el mecanismo de degradacién mediado
por variantes sin sentido o bien formar una proteina truncada
al 25% de su secuencia nativa.

Por otro lado, en la deteccién de CNVs (grandes deleciones
y duplicaciones) se utilizd la herramienta ExomeDepth, la
cual genera una linea base de cobertura por exén empleando

un pool de muestras "control". La cobertura de cada exdn de
la muestra problema se compara con cada uno de las
coberturas de los exones de la linea base. Este andlisis
revela una posible delecion en heterocigosis del exén 1 del
gen ATP13A2, ya que se observan 92 lecturas frente a las
156 lecturas esperadas de los controles (ratio 0,59) para esta
region (Figura 3).

Se trata de una regién compleja técnicamente de confirmar
la posible delecion ya que el exén 1 so6lo se compone de 8
nucledtidos codificantes (incluido el codén de inicio) y
ademas éste y sus regiones adyacentes contienen un alto
porcentaje de GC (guaninas y citosinas) por lo que el disefio
de una sonda para una PCR a tiempo real es dificultoso. Por
todo ello y con el fin de confirmar esta segunda variante se
disefia una Long Range PCR cuyos cebadores hibridan en
los exones anterior (gen adyacente SDHB) y posterior del
gen. El amplificado resultante se secuencia mediante NGS
(Next-Generation Sequencing) y confirma una delecién de
8,8kb y que abarca la regién gendémica chrl:17336716-
173344506 (hgl9) afectando totalmente al exén 1 del gen
ATP13A2.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

La paciente es heterocigota para dos variantes patogénicas
en el gen ATP13A2 que en el caso de encontrarse en
heterocigosis compuesta (una en cada alelo del gen)
apoyaria su patogenicidad. El fenotipo de la paciente
combina diversos elementos sindrémicos ya descritos en
relacion a mutaciones de este gen: sindrome de Kufor-Rakeb
(parkinsonismo,  piramidalismo, demencia, alteracién
supranuclear de la mirada) y SPG78 (paraparesia espastica,
disartria, incontinencia urinaria).

Los estudios genéticos en los familiares de la paciente se
encuentran actualmente en proceso.

Figura 2. Alineamientos que contienen la variante ¢.917G>A, p.(Trp306Ter) visualizados
mediante el software IGV (Intearative Genomics Viewer). Elaboracién propia.

42



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

ExomeDepth
n |
—
2
B H % +
- T et +
3 2 I fee o X
2 ﬂi.l A et A S
Hr 4 = e
{ e ——
g + | R \ |/
#+1
3 . :
g v |
o
= |
i=]

T
17250000

17300000

T

L
17350000 17400000

Figura 3. Sospecha de una delecién heterocigota del exén 1 del gen ATP13A2 visualizada
mediante ExomeDepth. Elaboracién propia.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El sindrome de Kufor-Rakeb fue descrito por primera vez en
1994 donde detallaban una familia de origen arabe
consanguinea con 5 miembros afectos de un sindrome
neuroldgico inusual caracterizado por signos péalido-
piramidales con sintomas de parkinsonismo severo y
evidencias del tracto cortico-espinal. Todos ellos tenian
demencia, pardlisis supranuclear de la mirada vertical y una
atrofia cerebral generalizada®. Como fenotipo caracteristico
que difiere de otros parkinsonismos juveniles se pueden

identificar depésitos de hierro en los ganglios basales por lo
gue este gen se puede englobar dentro de los sindromes de
neurodegeracion con acumulacién de hierro cerebral
(NBIA)S.

A lo largo de los afios se han diagnosticado de esta entidad
numerosos pacientes no relacionados y de origenes étnicos
distintos. Existe una gran variedad de variantes genéticas
distribuidas a lo largo de todo el gen ATP13A2 como son las
deleciones grandes que involucran uno o varios exones,
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Figura 4. Representacion de las funciones de ATP13A2 en condiciones normales y
patoldgicas. La deficiencia del transportador contribuye a efectos citotdxicos por acumulo
de metales o determinadas proteinas (a-sinucleina ‘asyn’).

Tomado de: da Fonseca et al, 2014.
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variantes de cambio de sentido, sin sentido y de
desplazamiento del marco de lectura®.

La etiopatogenia de la enfermedad ha sido estudiada a lo
largo de los afios. EI gen ATP13A2 codifica para un
transportador transmembrana lisosomal tipo P5 que esta
involucrado en el transporte de cationes, en concreto el Zn?*,
La concentracion intracelular libre de Zn?* es crucial en el
correcto funcionamiento del sistema nervioso central. La
dishomeostasis de este oligoelemento deteriora la funcion
mitocondrial y lisosomal, lo que conduce a la pérdida de la
capacidad bioenergética mitocondrial y a la acumulacion de
sustratos lisosomales como la a-sinucleinay la lipofuscina?”,
esto justifica como ha sido asociado a diferentes
enfermedades neurodegenerativas como la del presente
estudio. No obstante, la funcion del transportador ATP13A2
en el lisosoma sigue sin ser clara. Estudios recientes
relacionan este transportador con el trafico de determinadas
poliaminas®.
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1. INTRODUCCION

El sindrome mano-pie-genital (SMPG) (OMIM#140000) fue
descrito por primera vez en 1970 por Stern y col en una
familia afecta de una cardiopatia congénita en uno de sus
miembros. Tras la anamnesis del caso indice, se observaron,
ademés, anomalias en manos y pies. En la historia familiar
se identificd que, de los 20 individuos referidos, 11 de ellos
también presentaban distintas malformaciones en las
extremidades. Por ello, se realizé un andlisis fenotipico mas
completo a estos familiares, descubriendo que 4 de las
mujeres afectas de anomalias esqueléticas presentaban,
también, anomalias del tracto genitourinario. Al conjunto de
signos y sintomas que presentaba esta familia (anomalias
esqueléticas y alteraciones urogenitales), se le denominé
SMPG?. Sin embargo, no fue hasta 1997 cuando Mortlock y
col, atribuyeron la causa de estos rasgos sindromicos a la
presencia de variantes patogénicas en el gen HOXA13 2.

El SMPG es una enfermedad rara, con un patrén de herencia
autosOmico  dominante. Estd causada por la
haploinsuficiencia del gen HOXA13, localizado en la
citobanda 7p15 3.

Este sindrome se caracteriza por la presencia de anomalias
esqueléticas, principalmente en manos y pies, y de
alteraciones del tracto genitourinario. Entre las alteraciones
esqueléticas, destacan la presencia de pulgares cortos,
acortamiento de las falanges medias, clinodactilia del quinto
dedo y fusion de las falanges medias y distales de los dedos
de los pies. Las anomalias esqueléticas presentan
penetrancia completa, pero en algunos casos son tan leves
gue es necesario recurrir a técnicas de imagen para
observarlas. Se estima que el 50% de los pacientes afectos
presentan alteraciones urogenitales con expresividad
variable, destacando la presencia de hipospadias y
criptorquidia en varones y de defectos en la fusiéon de los
conductos de Muller o Utero bicorne en mujeres. Los
individuos afectos son fértiles, pero las alteraciones en el
aparato genitourinario aumentan el riesgo de abortos
espontaneos, muerte fetal anteparto o parto pretérmino.
Ademas, se han descrito en la literatura otros pacientes con
fenotipos més graves al presentar reflujo vesicouretral,
infecciones recurrentes del tracto genitourinario o
pielonefritis crénica 4°.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 44 afios remitida a consulta de Genética desde el
Servicio de Endocrinologia por rasgos compatibles con
sindrome de Turner, junto a discapacidad intelectual,

contractura de manos fija desde el nacimiento, pérdida de
audicién y bronquiectasias, por lo que se solicita estudio
genético mediante array-CGH.

2.2 Antecedentes personales:

Paciente nacida de parto distocico prematuro programado
que precisé incubadora.

Presenta fenotipo con rasgos dismorficos (pabellones
auriculares de implantacion baja, cuello ancho, facies
asimétrica con nariz ensanchada) junto a discapacidad
psiquica y discapacidad motora de miembros superiores y
camptodactilia. La paciente es independiente para
actividades basicas de la vida diaria.

Diagnosticada de diabetes mellitus tipo 2, hipertension
arterial y dislipemia. Actualmente controlada con tratamiento.
Valorada por el Servicio de Endrocrinologia por
hipotiroidismo subclinico sin tratamiento y amenorrea en
posible contexto de menopausia precoz a los 37 afios.

La paciente ha sido estudiada en el Servicio de Neumologia
(broquiectasias en l6bulo pulmonar inferior izquierdo e
insuficiencia respiratoria nocturna), Servicio de Nefrologia
(dafio renal cronico en estadio IllaA2 segun la guia
internacional KDIGO), Servicio de Otorrinolaringologia
(hipoacusia mixta bilateral) y Servicio de Oftalmologia
(intervenida de catarata del ojo derecho y diagnosticada de
glaucoma ocular).

2.3 Antecedentes familiares:

Padres no consanguineos. Sin antecedentes familiares de
interés.

2.4 Enfermedad actual:

Paciente con discapacidad intelectual, contractura de manos
fija congénita, pérdida de audicién y bronquiectasias.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Se realiza estudio genético a partir de ADN extraido de
linfocitos de sangre periférica. Se lleva a cabo la técnica de
arrays CGH con la plataforma KaryioNIM 60k, disefiado por
NIMGenetics®, para la deteccion de alteraciones
submicroscopicas distribuidas a lo largo de todo el genoma.
Para el andlisis bioinformatico, se utiliza el ensamblado hg19
del genoma de referencia y el estadistico ADM-2 como
pardmetro de analisis del nimero de copias de ADN
presentes para las diferentes sondas. Se establece como
punto de corte para informar como alteracion en el niumero
de copias del ADN aquella que tenga un minimo de tres
sondas consecutivas.

45



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

Como resultado del estudio, se detecta una delecion
patogénica de 39 Mb en heterocigosis en la regioén
cromosomica 7p15.2p14.3 que contiene 30 genes, 6 de ellos
recogidos en el listado OMIM. Cabe destacar la delecién
completa del clister HOXA. Tabla 1.

4. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Delecion patogénica de 3,9 Mb en la regién cromosomica
7p15.2p14.3, que da lugar al sindrome mano-pie-genital
((OMIM#140000), originado por la haploinsuficiencia del gen
HOXA13, compatible con el fenotipo de la paciente.

5. EVOLUCION

Tras el diagnéstico genético de SMPG, se deriva a la
paciente al Servicio de Medicina Interna para valoracion
general y del tracto urogenital.

6. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La familia de genes HOX consta de un grupo de 39 genes
agrupados en cuatro clusteres distintos situados en distintas
regiones cromosémicas: HOXA (7p15.2), HOXB (17g21.32),
HOXC (129g13.2), HOXD (2g31.1). Todos los genes que
conforman dicha familia se encuentran muy conservados
evolutivamente y codifican factores de transcripcion que
juegan un papel clave en el desarrollo embrionario de
distintos drganos y estructuras como son el sistema nervioso
central (SNC), el esqueleto axial, las extremidades distales,
los 6rganos hematopoyéticos, el intestino, el tracto urogenital
y los genitales internos y externos>S.

En 1997, se asocio el sindrome SMPG con alteraciones en
el gen HOXA13, gen que forma parte del clister HOXAZ. Este
gen en concreto juega un papel importante en el desarrollo
de las manos y los pies, asi como en la formacién del tracto
urogenital.

A nivel estructural, el gen HOXA13 consta de dos exones. El
exon 1 se caracteriza por presentar 5 regiones ricas en
codones que codifican para el aminoacido alanina, conocidas
como regiones de poli-alanina. El ex6n 2 codifica para el
dominio conocido como homeodominio u homeobox. Este

dominio proteico es clave en el desarrollo embrionario de los
organos y estructuras anteriormente mencionados®.

En la literatura se han descrito diferentes alteraciones en el
gen HOXA13 asociadas al SMPG. Entre ellas encontramos
variantes de un Unico nucleétido (SNVs, del inglés Single
Nucleotide Variants), variaciones de numero de copias
(CNVs, del inglés Copy Number Variants) y expansién de
poli-alanina; esta Ultima, causa genética de la mayoria de
casos de SMPG descritos.

Dentro de las SNVs descritas, aparecen tanto variantes
truncantes o nonsense como variantes de cambio de sentido
0 missense. Todas estas alteraciones genéticas intervienen
de forma distinta en la expresion génica. Las variantes
patogénicas de cambio de sentido producen ganancia de
funcién dando fenotipos mas severos. Sin embargo, las
variantes patogénicas truncantes y la expansion de poli-
alanina dan lugar a proteina Hox-A13 no funcional y a un
fenotipo mas leve de la enfermedad °.

En cuanto a las CNVs asociadas a SMPG, solo se han
descrito deleciones intersticiales que incluyen la region
cromosomica 7pl5 y con ella el gen HOXA13. Los casos
descritos en la literatura son escasos, abarcando las
regiones cromosOmicas 7p15p21, dando lugar a deleciones
con tamafios genomicos entre 2,5 Mb y 12,7 Mb. Es
importante resaltar que todos los pacientes afectos de SMPG
causado por delecion comparten pérdidas que incluyen,
como minimo, los siguientes genes: clister HOXA, SKAP2,
EVX1, MIRNA196B.

Cabe destacar que los pacientes con sindrome SMPG
causado por delecién no comparten el fenotipo completo con
aquellos pacientes afectos del sindrome SMPG debido a
variantes puntuales o expansion de la region de poli-alanina.
Ademas de las alteraciones esqueléticas y del tracto
urogenital, los pacientes afectos debido a una pérdida
gendmica presentan fenotipos mas graves, con discapacidad
intelectual y rasgos faciales caracteristicos®.

La discapacidad intelectual en el sindrome mano-pie-genital
originado por delecion presenta penetrancia completa. Este
déficit es debido a la delecion del gen HOXAL, clave en el
desarrollo del SNC. Ademas, el miARN196b es clave para la
correcta expresion génica del gen NRC2, implicado en el

HOXAL (*) HOXA7 HOXA-AS2 CBX3 TAX1BP1

HOXA2 (*) HOXA9 HOXA-AS3 SKAP2 JAZF1
HOXA3 HOXA10 HNRNPA2B1 (*) MIR196B CREB5
HOXA4 HOXA11 (*) SNX10 (*) HOTTIP TRIL
HOXAS HOXA13 (*) MIR148A EVX1 CPVL
HOXAG HOXA11-AS NFE2L3 HIBADH CHN2

Tabla 1. Genes delecionados en la paciente del caso clinico. (*) Genes que se encuentran en el listado OMIM con
fenotipo asociado.
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desarrollo neuronal y, en consecuencia, contribuyendo a la
afectacion intelectual. Por otro lado, los genes HOXA5 y
HOXAL11 intervienen en el crecimiento, por lo que es comun
que estos pacientes presenten una baja estatura. Por ultimo,
los genes HOXA1 y HOXAZ2 son clave en el desarrollo de la
pinna (oido externo) presentado algunos pacientes microtia®.

La fertilidad se encuentra conservada y al ser una
enfermedad con patrén de herencia autosémico dominante,
el riesgo de recurrencia de hijos afectos de sindrome mano-
pie-genital es de un 50% en caso de padres afectos y de
menos de un 1% en caso de variantes de novo®.
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7-SINDROME DE SCHEIE (MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO I)

Autores: Daniel Parraga Garcia, José Miguel Comino Céaceres

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

Palabras clave: Mucopolisacaridosis, Scheie, Hurler

1. INTRODUCCION

La mucopolisacaridosis tipo | es una enfermedad genética de
herencia autosémica recesiva clasificada dentro del grupo de
enfermedades del metabolismo lisosomal.

Tiene una incidencia de 1 a 2 por cada 100.000 nacidos
vivos, siendo el 20% de los casos del tipo de
mucopolisacaridosis | mas leve.l

En esta patologia se produce una acumulacién de
metabolitos en el organismo, concretamente de los
glucosaminglucanos dermatan sulfato y heparan sulfato.
Esto es debido a un fallo en la encima a-L-iduronidasa,
encargada de metabolizar los citados sustratos, produciendo
la acumulacion de los mismos.

El acumulo de heparan sulfato produce principalmente
sintomas neuroldgicos mientras que el dermatan sulfato
produce miocardiopatias y valvulopatias.

La enfermedad se puede manifestar con distinta intensidad,
llamandose Hurler a la manifestacion mas grave, Scheie a la
mas leve, y Hurler-Scheie a la intermedia.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Varén de 51 afos que se encuentra en seguimiento de la
enfermedad de Scheie.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes médicos personales destacan:

- Desde los 8 afos, en el momento del crecimiento,
comenz6 con deformidad en el aparato locomotor que
requirié correcciones ortopédicas y quirdrgicas, con una
cirugia de un dedo de la mano derecha.

- Alteraciones de la vision desde nifio con trasplante de
corneas. Estuvo en tratamiento con acetazolamida por
patologia ocular con empeoramiento.

- Hernia umbilical diagnosticada a los 12 afios, intervenida
en varias ocasiones.

- Osteotomias (intervencion quirdrgica que consiste en
enderezar la extremidad inferior afectada, de manera
que el reparto de cargas en la rodilla tenga una
distribucién homogénea o bien en caso de existir alguno
de los compartimentos deteriorados, disminuir la carga
que dicha superficie soporta) con 12-13 afios de edad en
ambos miembros inferiores y en los brazos.

- En seguimiento por el Servicio de Cardiologia por soplo
de la vélvula aodrtica diagnosticado a los 15 afios de
edad.

- Varias hernias inguinales, apareciendo por primera vez
a los 23 afios de edad.

- Escoliosis.

- En seguimiento por el Servicio de Oftalmologia por
quiste en retina cada 2-3 meses y una vez al afio para
revision corneal.

- Paciente trasplantado de cérnea en el afio 2003.

- Cirugia de menisco de rodilla derecha con 40 afios.

- Cirugia de varios quistes.

Entre los antecedentes sociales y profesionales destacan:

- Discapacidad del 65%. Vive con su hermano. Tiene
limitaciones para coger objetos por importante
afectacion en manos (pérdida de sensibilidad y fuerza).
Dificultad para subir escaleras y limitacion para
agacharse (no puede ponerse en cuclillas). Puede usar
cubiertos. Se ducha sin ayuda, aunque con dificultad.

2.3 Antecedentes familiares:
Entre los antecedentes familiares destacan:

- Madre con esteatosis hepética, es hija Unica.

- Padre fallecido hace 8 afios por cardiopatia isquémica.

- Abuelo materno muerto de neumonia.

- Abuela materna con sospecha de tumor cerebral con 62
afios.

- Hermanos de padre con antecedentes de cardiopatia
isquémica.

2.4 Enfermedad actual:

Derivado desde otro hospital por reciente diagnostico de
enfermedad de Hurler-Scheie.

2.5 Exploracion fisica:

Dolores musculares y contracturas. Disnea de grandes
esfuerzos. Se recomienda valoracion periodica capacidad
pulmonar.

No palpitaciones, no edemas en miembros inferiores (MMII).
Ocasionalmente calambres en MMII. No cefaleas habituales.
No molestias urinarias. No molestias digestivas. No
trastornos del animo. Apetito normal

Como resumen de la exploracion fisica encontramos:

- Medidas: 55 Kg de peso, 1,59 m de altura, presion
arterial de 103/79 mmHg.

- Paciente de talla corta. Cuello corto.

- Baja implantacion de los pabellones auriculares.

- Engrosamiento leve de los rasgos faciales.

- Presenta “pectus excavatum” (malformacién genética en
el pecho, que hace que varias costillas y el esternon
crezcan de forma anormal).

- Hiperplasia lingual, boca pequefia
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- Deformidad de la columna vertebral y manos con forma
de garra.

- Soplos sistélicos en focos adrtico y mitral.

- Hepatomegalia.

- MMII sin edemas.

- No focalidad neurolégica.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Tras la sospecha de enfermedad metabdlica, se realiza el
andlisis  bioquimico de enfermedades metabdlicas
hereditarias.

Se realiza andlisis de glicosaminoglicanos (GAGs) en orina,
obteniendo el siguiente resultado:

- GAG: 19 mg/mmol de creatinina (valor de referencia
<5,1 mg/mmol).

- El andlisis fraccionado de GAGs muestra, sobre todo,
elevacion de dermatan sulfato.

Por otro lado, se realiza el analisis de enzimas en leucocitos
en sangre total, obteniéndose los siguientes resultados:

- Encima o-iduronidasa: niveles indetectables (Valor de
referencia 5,2-33,0 nmol/h/mg).

4. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Para realizar el andlisis de variantes, se envia al laboratorio
una muestra anticoagulada de sangre a temperatura
ambiente del paciente.

Es necesario para el andlisis de dicha muestra el
cumplimentar el documento de consentimiento informado.

Tras el envio de las muestras de sangre indicada
anteriormente, esta se analiza por secuenciacion masiva de
nueva generacion (NGS), con comprobacion de las variantes
por secuenciacion Sanger.

El resultado del estudio es que el paciente es heterocigoto
compuesto para las variantes probablemente patogénicas
C.47C>A (p. Serl6*) y c. 1475G>C (p.Arg492Pro), en los
exones 1y 10 del gen IDUA.

Para conocer si ambas variantes se encuentran en trans y
son compatibles con la herencia autosémica recesiva de la
enfermedad, se realiza estudio de segregaciéon familiar
solicitando muestra a la madre (del padre no se puede
obtener ya que ha fallecido). En este estudio se concluye que
solo la variante ¢.1475G>C (p.Arg492Pro) ha sido heredada
de la madre por lo que en el caso indice se encuentran en
trans, siendo compatible con el Sindrome de Hurler
(Mucopolisacaridosis tipo I).

No se puede confirmar si la variante c.47C>A (p. Serl6*) es
de novo u origen paterno.

5. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Variantes compatibles con sospecha clinica de
mucopolisacaridosis tipo | leve (Sindrome de Scheie).

6. EVOLUCION

Tras el diagnéstico de la mucopolisacaridosis tipo | leve
(Sindrome de Scheie), se inicia tratamiento con
Aldurazyme® (laronidasa).

El Aldurazyme® (laronidasa) es un tratamiento enzimatico
sustitutivo a largo plazo en pacientes diagnosticados de
mucopolisacaridosis tipo | o enfermedad de Hurler
(deficiencia de a-L-iduronidasa) para el tratamiento de las
manifestaciones no neuroldgicas.

Como precauciones a la pauta de este tratamiento que se
administra por perfusién continua, existe la posibilidad de
desarrollar reacciones asociadas con la perfusion, algunas
de estas reacciones pueden ser graves, con fallo respiratorio,
distrés, broncoespasmo y bradicardia, pudiendo aparecer
hasta 3 horas después de suspendida la perfusion
intravenosa. Es por ello que se pauta paracetamol 650mg y
maleato de dexclorfeniramina (Polaramine®) 2mg 30
minutos antes de la perfusion.

Tras el tratamiento, se hace un seguimiento bioguimico
obteniendo los resultados que aparecen en la Tabla 1.

PARAMETROS (Valores de referencia) Control 1 Control 2
Condroitin Sulfato (0,3-1,1 mg/mmol Creatinina) 3,6 2,1
Dermatan Sulfato (0,3-2,4 mg/mmol Creatinina) 13,7 5,3

Heparéan Sulfato (0,2-2,3 mg/mmol Creatinina)
35,3 4,6
Keratan Sulfato (2,0-12,9 mg/mmol Creatinina) a1 0.7

Tabla 1. Evolucion de los Glucosaminoglicanos (GAGs) de un paciente con Sindrome de Hurler-Scheie
antes y después del tratamiento enzimatico. Elaboracién propia.
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El paciente acude al hospital de dia a recibir terapia
enzimatica y refiere estabilidad clinica. Analitica sin
alteraciones significativas.

Se seguiran realizando controles en unos meses.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Actualmente los dos tratamientos principales que existen
para abordar esta enfermedad son:

- Trasplante de médula d6sea o de células madres
hematopoyéticas, procedentes de sangre periférica o de
cordén umbilical.

- Tratamiento enzimatico sustitutivo (recomendado para
pacientes igual o menor a 2 afios, Figura 1) con el
objetivo de alcanzar una minima actividad enzimatica
que permita evitar la acumulacion de GAGs, siendo
necesario tan solo el 1-2% de la actividad enzimética
residual .

La mayor parte de los enfermos, necesitan ser intervenidos
quirdrgicamente a lo largo de su vida, siendo las
intervenciones mas frecuentes:

- Insercion de tubos de drenaje timpanico en casos de
otitis media serosa.

- Descompresion nerviosa causada por el sindrome del
tinel carpiano.

- Descomposicién medular.

- Trasplante corneal.

- Correcciones dentarias.

De cara a un futuro, es posible que el tratamiento de eleccién
para estos pacientes sea la terapia génica, si bien el
desarrollo de esta tecnologia esta aliin en fases muy iniciales.

Los primeros sintomas del Sindrome de Hurler
(manifestacion grave), ocurren a partir de los dos meses de

vida, siendo la aparicion de estos sintomas en el Sindrome
de Scheier (manifestacion leve) a los 5 afios de edad, siendo
el diagndstico de estos pacientes en torno a los 10-20 afios.

La muerte en la manifestacion mas grave ocurre antes de los
10 afios, ocasionando obstruccién de la respiracion,
infecciones de la via aérea y/o complicaciones cardiacas. En
la forma intermedia la supervivencia suele alcanzar los 20-30
afios de edad.

Las manifestaciones tempranas de la enfermedad son muy
inespecificas, requiriendo un alto grado de sospecha por
parte del clinico para poder diagnosticarla. El engrosamiento
de los rasgos faciales, la displasia esquelética progresiva y
la giba lumbar suelen aparecer al afio. Otro sintoma es la
pérdida de audicién, asi como la discapacidad intelectual,
aungue no siempre ocurre esto Ultimo en algunos pacientes.

Para diagnosticar la mucopolisacaridosis tipo |, se requiere
demostrar baja o nula actividad de la enzima a-L-iduronidasa
en leucocitos o fibroblastos cultivados, siendo la excrecion
urinaria de glucosaminglucanos una prueba complementaria
muy (til.

La mejora del prondstico y la calidad de vida de los pacientes
con las formas mas leves de mucopolisacaridosis | (Scheie y
Hurler-Scheie) ha sido radical desde la implantacién del
tratamiento enzimatico sustitutivo con laronidasa.

En la clase mas grave (Sindrome de Hurler), el uso de
laronidasa no es tan eficaz, ya que no atraviesa la barrera
hematoencefalica y no podria actuar sobre las
manifestaciones neurolégicas de la enfermedad. No
obstante, el uso temprano de la terapia enzimética podria
mejorar las funciones cardiacas y respiratorias, facilitando a
su vez la intervencion de trasplanta de médula 6sea, siendo
este el tratamiento de eleccion en estos casos (Figura 1).

BIBLIOGRAFIA ESPECIFICA

Diagndstico de MPS |
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Figura 1. Algoritmo de tratamiento. MPS | (Mucopolisacaridosis tipo 1). Cl (capacidad inspiratoria). TES
(tratamiento enzimatico sustitutivo). TMO (Trasplante de médula 6sea). Adaptado de: Muenzer J, 2003.
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8-INFERTILIDAD MASCULINA POR MORFOLOGIA ALTERADA:

GLOBOZOOSPERMIA

Autores: Alba Maria Fernandez del Pozo, Cecilia Cueto-Felgueroso Ojeda.

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

Palabras clave: Globozoospermia, Seminograma, Infertilidad.

1. INTRODUCCION

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la
infertilidad se define como la incapacidad en la pareja para
lograr un embarazo espontaneo tras un periodo de tiempo
estimado de un afio manteniendo relaciones sexuales sin
métodos anticonceptivos o de planificacion familiar.

El cambio en los habitos de vida, los factores ambientales
(contaminacion, estrés...), las tendencias socioculturales y la
predisposicion de las parejas a retrasar cada vez mas el
momento de concebir, hace que estemos ante uno de los
problemas sanitarios més relevantes del siglo XXI.

Se estima que la infertilidad afecta a 186 millones de
personas en todo el mundo. En Espafia, la tasa de infertilidad
se sitla entre el 15-17% de las parejas, teniendo ademas una
tendencia ascendente preocupante ya que se estima que en
los préximos afios esta cifra aumente hasta el 18-25%.

Las consultas y centros de reproduccion asistida han visto
aumentada su carga asistencial en sus ultimos afios de forma
exponencial. Segun los datos de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad, cada afio se realizan en Espafia 50.000
tratamientos de fecundacién in vitro y casi 30.000 de
inseminacion artificial.

Desde el punto de vista bioldgico, se considera que un 10%
de los problemas reproductivos de la pareja es de causa
mixta y un 40% de causa femenina, mientras que
aproximadamente la mitad de los casos de esterilidad se
atribuyen al factor masculino, encontrdndose la causa en un
60-70% de los casos (malformaciones congénitas,
alteraciones  genéticas, infecciones  del aparato
genitourinario, problemas hormonales...), mientras que en el
30-40% restante la causa es desconocida (infertilidad
masculina idiopatica o primaria).

1.1 El laboratorio clinico en fertilidad:

Los analisis de laboratorio constituyen la base sobre la que
se asienta el estudio inicial de los pacientes que acuden a la
consulta de reproduccién asistida. Incluyen el perfil para
conocer el estado serolégico, el grupo sanguineo y el
cariotipo en ambos miembros de la pareja. En el caso de la
mujer este perfil se amplia con el estudio de las hormonas en
fase folicular: FSH, LH, y estradiol, ademéas de otras
hormonas, exploracion tiroidea, vitaminas, bioquimica
basica, hemograma y coagulacién. (Puede verse la relaciéon
total de pruebas para perfil de infertilidad en la Tabla 1).

En el caso del varon, el laboratorio desempefia, ademas, una
funciéon determinante, realizando el estudio completo del
semen 0 seminograma que tiene como objetivo principal
evaluar la calidad seminal. Para ello se siguen los estadndares
establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud en su
manual “WHO Laboratory Manual for the Examination and
Processing of Human Semen’.

Este manual establece las caracteristicas para considerar a
un espermatozoide como normal, con morfologia perfecta:

- Cabeza ovaladay region acrosémica bien definida en la
parte apical (zona superior). No debe presentar mas de
2 vacuolas.

- Elcuello se debe insertar en la cabeza por la parte axial
y no debe presentar engrosamientos.

- Lacola debe ser recta, sin giros ni quiebros.

Los espermatozoides que se salgan de estos parametros se
consideraran como anormales. Si el porcentaje de
espermatozoides normales es inferior al 4%, se habla de
teratozoospermia.

Longitud total: 50-60 micras

Acrosoma ——". . _—Cuello

Cabeza

Cola: 40-50 micras

Figura 1. Morfologia de un espermatozoide normal.
Tomado de Revista Médica Reproduccion Asistida ORG.
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Estudio en la Mujer
Goénadas - C. Suprarrenal

FSH

LH

Estradiol
Testosterona
Cortisol
Prolactina
Antimulleriana

Bioguimica Basica
e Transaminasas (ALT y AST) y calcio
Exploracion Tiroidea

TSH

T4 libre

Anticuerpos anti-receptor TSH (TSI)
Anticuerpos anti-peroxidasa (anti TPO)

Otros parametros bioguimicos

e Vitamina B12
e Vitamina D
e Homocisteina

Hematimetria y Coagulacion béasicas
Estudio en el varon
Seminograma y estudio hormonal
Estudio en ambos miembros de la pareja
Serologia
e Virus Hepatitis B
- Antigeno HBs

- Anti-HBc (Ac totales)
e Virus Hepatitis C

- Anticuerpos VHC
e  Retrovirus

- VIH (Acy Ag)
e  Sifilis

- Ac Treponémicos
Banco de Sangre
e Grupo ABO
e Grupo Rh (D)

e  Escrutinio de Anticuerpos irregulares

Cariotipo

Tabla 1. Perfil de Laboratorio para infertilidad en la pareja. Elaboracién propia.
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Entre las causas que provocan deformacién en la morfologia
espermatica se encuentran: las alteraciones genéticas, los
tratamientos  farmacolégicos  agresivos  (quimio y
radioterapia), infecciones seminales y orquitis, traumatismos
testiculares, varicocele, periodos febriles recientes, diabetes
mellitus o meningitis y habitos de vida inadecuados como una
mala alimentacion, exposicion a agentes téxicos, abuso de
tabaco, alcohol o drogas.

Algunos casos de teratozoospermia son reversibles, al
desaparecer el periodo febril, la infeccion o los periodos de
estrés. Del mismo modo, es posible recuperar parte de la
buena morfologia espermatica siguiendo habitos de vida
saludables, cuidando la alimentacion, o por intervencion
quirargica, como en el caso de varicocele, si se sospecha
éste como causa primaria.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Pareja que acude a la unidad de Reproduccién Asistida de
nuestro hospital por deseo genésico no cumplido tras 15
meses de relaciones sexuales sin métodos anticonceptivos.

Se realiza estudio completo de la pareja con analiticas para
ambos. El hombre se deriva a urologia para examenes
complementarios 'y evaluacion de resultados de
seminograma realizado en el laboratorio.

2.1.1 Estudio de la mujer:
- Anamnesis.

Mujer de 36 afos, 157 cm de estatura e indice de masa
corporal (IMC) de 25. No fumadora, no diabetes mellitus, no
dislipemias ni hipertension.

- Ecografia Basal.

Exploracion ginecoldgica normal. Se observa Gtero con
morfologia normal y se realiza recuento de foliculos antrales
que correlaciona bien con la edad materna.

- Resultados de Laboratorio (Tabla 2)

Los resultados para todas las pruebas seroldgicas fueron
negativos.

Se realizé el estudio inmunohematolégico en banco de
sangre para conocer grupo sanguineo y Rh: A positivo con
escrutinio de Anticuerpos irregulares negativo.

Para el estudio del cariotipo se realizaron dos cultivos de
leucocitos de sangre periférica de 72 horas en medio RPMI
y se analizaron al microscopio 30 metafases con bandeo
GTG. En todas ellas se observaron 46 cromosomas
normales con férmula sexual XX por lo que se concluye que
la paciente presenta un cariotipo femenino normal.

- Pruebas complementarias.

Se realiza histerosalpingografia con contraste yodado
hidrosoluble evidenciando Utero de morfologia normal sin
defecto de replecion, comprobandose paso de contraste a
ambas trompas y peritoneo, descartandose la obstruccion
tubérica.

2.1.2 Estudio del hombre:
El paciente es derivado a urologia para estudio completo
- Anamnesis.

Hombre de 40 afios. Fumador desde los 14 y consumidor
ocasional de alcohol. Trabajo no relacionado con exposicion
a toxicos ambientales como plomo, benceno o pesticidas. No
refiere enfermedades sistémicas ni genéticas familiares, pero
si haber tenido un episodio de parotiditis (paperas) en la
nifiez. No diabetes mellitus, dislipemias ni hipertension. No
toma medicamentos de forma crénica. No refiere episodios
de fiebre ni estrés en los Ultimos meses.

- Exploracion fisica.

Talla 172 cm con IMC 27.4. Ingles y abdomen depresibles no
dolorosos a la palpacion.

Parametros Resultados IR
FSH 8.42 UI/L [1.5-12.4]
LH 4.01 Ul/L [1.7-8.60]
Testosterona 410 ng/dL [193-740]
Prolactina 9.3 ng/mL [4.0-15.2]
TSH 2.89 pul/mL [0.40-4.50]

Parametros Resultados IR
FSH 8.20 UI/L FF:3.5-12.5
LH 6.22 Ul/L FF:2.4-12.6
Estradiol 64.40 pg/mL FF:12.4-233
Testosterona 24 ng/dL [8-48]
Cortisol 12 pg/dL [6.00-18.00]
Prolactina 16.6 ng/mL [4.8-23.3]
AMH 2.3 ng/mL [0.71-7.59]
Calcio 9.5 mg/dL [8.6-10.2]
AST (GOT) 25 U/L [5-27]
ALT (GPT) 17 U/L [5-34]
GGT 8 U/L [5-36]
TSH 2.76 pul/mL [0.40-4.50]
T4 libre 1.11 ng/dL [0.70-1.90]
Ac TSI <0.8 1U/I [0.00-1.75]
Anti TPO 7 Ul/mL [5-34]
Vitamina D 36.3 ng/mL [20.0-40.0]
Vitamina B12 304.20 [197.00-771.00]
Homocisteina 12.0 pmol/L [<=14]

Tabla 2. Estudio hormonal y bioquimico en la mujer.

Elaboracién propia.

Tabla 3. Estudio hormonal en el vardn. Elaboracién propia.
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Testiculos derecho e izquierdo de tamafio simétrico, ambos
sin demostrar lesiones focales salvo calcificacion grosera
intratesticular derecha. El paciente refiere dolor tras ejercicio
fisico intenso que se confirma a la palpacién. Ante la
sospecha de ligero varicocele, se solicita ecografia Doppler
escrotal.

- Pruebas complementarias.

El informe radiol6gico por ecografia Doppler revela
varicocele izquierdo grado 2 sobre 4 morfolégico con
dilataciones de las venas del plexo pampiniforme hasta 3 mm
y reflujo venoso con la maniobra de Valsalva.

- Resultados de Laboratorio (Tabla 3).

Resultados negativos para todas las pruebas serologicas de
hepatitis B, hepatitis C, VIH y sifilis.

Se realizdé el estudio inmunohematolégico en banco de
sangre para conocer grupo sanguineo y Rh: 0 positivo con
escrutinio de Anticuerpos irregulares negativo.

Para el estudio del cariotipo se realizaron dos cultivos de
leucocitos de sangre periférica de 72 horas en medio RPMI
y se analizaron al microscopio 30 metafases con bandeo
GTG. En todas ellas se observaron 46 cromosomas
normales con férmula sexual XY por lo que se concluye que
el paciente presenta un cariotipo masculino normal.

- Seminograma.

Previo a la recogida de la muestra se le entrega al paciente
una hoja con recomendaciones para la misma, haciendo
hincapié en las medidas higiénicas, el tiempo de abstinencia
sexual necesario (2-7 dias), la recogida completa de la
muestra y su entrega al laboratorio dentro de los 60 minutos
posteriores a su obtencion. Toda esta informacion se recoge
en la entrevista que se le hace al paciente a la entrega de la
muestra.

Los resultados obtenidos en el analisis se muestran, junto a
los limites inferiores de referencia establecidos por la OMS,
en la Tabla 4:

A la vista de los resultados observamos que las
caracteristicas iniciales de la muestra son aceptables, con
una licuefaccién completa dentro de los 60 minutos
posteriores a la obtenciéon de la muestra, la viscosidad no
estd aumentada ya que no se observé formacion de
filamentos de mas de 2mm de longitud, el pH es normal y no
existe hipospermia.

En cuanto al examen microscoépico inicial, no se evidenciaba
presencia de células, bacterias, aglomeraciones o
aglutinaciones que hicieran sospechar infeccion o existencia
de anticuerpos anti-espermatozoide en la muestra.

El paciente presentaba una buena movilidad espermética
tanto para el porcentaje de espermatozoides progresivos
como para el total de espermatozoides méviles (suma de
progresivos y no progresivos) en la muestra. La vitalidad y la
concentracién cumplian con los intervalos de referencia
establecidos por la OMS.

En el analisis de la morfologia se observaban piezas
intermedias bien insertadas, sin engrosamientos y colas bien
definidas sin giros ni quiebros, sin embargo, aunque la
cabeza no presentaba vacuolizacion excesiva, TODOS los

espermatozoides de la muestra presentaban la misma
alteracion morfolégica: cabezas redondeadas en forma de
globo y sin acrosoma.

Se comenta con urologia, se evalia posible mejora
postquirdrgica y se propone al paciente intervenciéon de
varicocele por embolizacion (menos invasiva que la cirugia
convencional). Ademas, se recomienda al paciente evitar
exposicién a téxicos como tabaco y alcohol, y mejorar habitos
alimenticios con suplementacién antioxidante.

Se realiza el segundo andlisis de semen obteniendo
resultados similares para todos los parametros y con
idénticos resultados para la morfologia.

Con estos datos se diagnéstica al paciente de
teratozoospermia severa por un defecto en la morfologia de
las cabezas de los espermatozoides conocido como
globozoospermia.

3. TRATAMIENTO Y EVOLUCION

Se informa a la pareja de los resultados obtenidos en el
seminograma en la consulta de urologia y se comenta
evaluacion y tratamiento del caso en conjunto con la unidad
de Reproduccion Asistida para evaluacion de distintas
posibilidades y busqueda de estrategia comun.

Se cita a la pareja tras estudio en sesion y se informa de las
distintas opciones disponibles.

Se decide intentar ciclo de tratamiento de reproduccion
asistida mediante estimulacién e inyeccion
intracitoplasmatica (ICSI).

A la vista de los resultados de laboratorio de la mujer (AMH
2,3ng/mL) se comienza protocolo de estimulaciéon ovérica
con anélogos de FSH recombinante a dosis medias. Se
llevan a cabo analiticas seriadas de estradiol y progesterona
en dia 6, 8 y 10 de estimulacion, asi como controles
ecogréaficos en los que crecen de manera favorable un
namero adecuado de foliculos y se observa grosor
endometrial adecuado. En dia 11 de estimulacion se pauta
administracion de analogo de LH para maduracion ovocitaria
y se programa puncion folicular para dia 13.

En la puncion se obtuvieron 11 ovocitos de los cuales 10
estaban en estado adecuado de maduracion (metafase ).
Se llevo a cabo la técnica ICSI con muestra de semen de la
pareja sin conseguir ningn embrién viable.

Ante estos resultados se comenta el caso en sesion de
Reproduccién Asistida y se conviene ofrecer como
alternativa viable a la gestacion propia, la donacion de
gametos masculinos. La pareja acepta y se somete a un
segundo ciclo de tratamiento tras el cual se obtienen 4
embriones viables para transferencia, consiguiéndose
embarazo con el segundo de ellos.

4. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La teratozoospermia se considera una causa de infertilidad
masculina asociada a factor espermatico y su origen puede
ser diverso y en muchas ocasiones desconocido.

56


https://www.reproduccionasistida.org/esterilidad-masculina/
https://www.reproduccionasistida.org/esterilidad-masculina/
https://www.reproduccionasistida.org/esterilidad-masculina-debida-a-un-factor-espermatico/

CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

Examen macroscopico

Volumen | 3.5ml [>=1.5mL]
Licuefaccion | Completa
Viscosidad | Normal
Color | Normal
pH | 8.5 [>7.2]
Dilucion | 1:20
Movilidad
Progresivos | 77% [LIR 32%)]
No progresivos | 9%
Inmdviles | 14%
Movilidad total | 86% [LIR 40%)]
Vitalidad
Vivos | 94% [LIR 58%)]

Muertos | 6%

Concentracion de espermatozoides

Millones/mL | 26.20 [LIR >=15]
Millones/eyaculado | 92.00 [LIR >=39]
Morfologia
Normales | 0% [LIR 4%]

Anormales | 100%

Tabla 4. Resultados seminograma. Elaboracion propia.

Estas alteraciones morfoldgicas pueden estar causadas por
defectos en la cabeza, la pieza media y la cola, o por una
combinacion de todos ellos (Figura 2).

La globozoospermia se engloba dentro de las anomalias
morfolégicas que afectan a la cabeza. Estos
espermatozoides presentan una forma parecida a la de un
globo (de ahi su nomenclatura), ademas carecen de
acrosoma por lo que son incapaces de penetrar en la zona
pelicida y fecundar el évulo de manera natural, ni con
técnicas de reproduccion asistida como la inseminacion
artificial o FIV convencional. Solamente a través de la
inyeccion intracitoplasmatica, en la que el embridlogo
introduce directamente el espermatozoide en el interior del
6vulo con una microinyeccion, sera posible la fecundacion.
Aun asi, es poco probable conseguir un embarazo viable con
globozoospermia, ya que estos espermatozoides, ademas
de no presentar acrosoma, pueden tener alterada su carga
genética.

Hasta el momento, no se ha encontrado una explicacion clara
de la patogenia de la globozoospermia.

Es probable que esté relacionada con dafios en el ADN, una
estructura de cromatina anormal y una mayor frecuencia de
fragmentacion del ADN espermatico.

Algunas evidencias indican la posibilidad de que exista una
prevalencia de globozoospermia mayor de lo habitual en
ciertas familias, sugiriendo un origen genético, sin embargo,
el patrén de herencia y los defectos especificos involucrados
no se conocen bien por el momento.

Fenotipicamente este trastorno se puede clasificar en
globozoospermia total o parcial (tipo | y tipo Il) en funcién de
si se ven afectados o no el total de espermatozoides en el
eyaculado. Las posibilidades reproductivas de estos
pacientes con morfologia total alterada pasan por la
introduccion de mejoras en los tratamientos ICSI, entre las
gue se encuentra la activacion artificial de ovocitos (AOA) a
través de iono6foros de calcio.
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Espermatozoide
normal

Defectos en
la cabeza

Figura 2. Morfologia espermética y defectos de cabeza. Tomado de
Revista Médica Reproduccion Asistida ORG.

En caso de no conseguir fecundacion otra de las alternativas
reproductivas es recurrir a donacion de gametos masculinos.
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9-LA CITOLOGIA COMO PIEDRA ANGULAR EN EL DIAGNOSTICO
DE LOS SINDROMES MIELODISPLASICOS

Autores: Alberto Blanco Sanchez, Esther Parra Virto, Sandra Goémez Rojas

Servicio de Hematologia y Hemoterapia, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Anemia, sindrome mielodisplasico, Sindrome 5g-.

1. INTRODUCCION

Las herramientas diagnésticas utilizadas en hematologia
incluyen un amplio abanico de pruebas de laboratorio, de
entre las cuales la citologia destaca por su rapidez y
extendida disponibilidad. Se trata de una de las primeras
técnicas diagnosticas desarrolladas en nuestro campo,
empleada desde hace décadas. Sin embargo, a pesar del
reciente desarrollo de métodos mas sofisticados como la
citometria de flujo o las técnicas de biologia molecular,
continda siendo un pilar fundamental en el diagnéstico y
clasificacion de la mayoria de hemopatias malignas.

A través del desarrollo de este caso clinico aportaremos un
particular ejemplo de la utilidad de la citologia como primer
escalon en el diagnéstico de los sindromes mielodisplésicos,
grupo de neoplasias en las que esta prueba no ha podido ser
desplazada por otras de mayor complejidad como las
mencionadas previamente.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Anemia en analitica de rutina.
2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:

- Hipertension arterial esencial en tratamiento con un
antagonista del receptor de angiotensina Il.

- Dislipidemia en tratamiento con una estatina.

- Esdéfago de Barrett con metaplasia intestinal moderada
sin displasia, en seguimiento por Medicina del Aparato
Digestivo.

- Gastritis atrofica antral y superficial findica.

- Anemia ferropénica secundaria a pérdidas sanguineas
por miomas y hemorroides hace 5 afios.

- Bocio multinodular eutiroideo.

- Incidentaloma suprarrenal de 2 cm caracterizado como
adenoma sin datos de secrecion hormonal.

- Apendicectomia.

- Histerectomia y ooforectomia bilateral laparoscopica por
miomas.

- Como tratamiento habitual: losartdn 100mg en el
desayuno, pantoprazol 40mg en el desayuno y la cena,
simvastatina 10mg en la cena.

2.3 Enfermedad actual:

Paciente de 68 afios derivada desde el servicio de medicina
del aparato digestivo por anemia. A la anamnesis la paciente
refiere exclusivamente astenia, sin otros sintomas de
sindrome anémico (no cefalea, no disnea, no palpitaciones,
no dolor toracico, no oliguria, no acufenos, no alteraciones
del &nimo). Como posibles desencadenantes, niega
sangrados, refiere adecuada alimentacién, niega héabitos
téxicos. No refiere coluria ni ictericia, tampoco sindrome
constitucional. Hace afios presentd anemia ferropénica
secundaria a sangrados por miomas y hemorroides. Refiere
que tras ser sometida a histerectomia no ha vuelto a
presentar sangrados ginecoldgicos, ni tampoco sangrados
digestivos. Niega antecedentes ocupacionales o familiares
de interés.

2.4 Exploracion fisica:

- Tension arterial 122/83mmHg, frecuencia cardiaca 75
latidos por minuto, saturacion de oxigeno 98%,
temperatura 36,5°C.

- Hemodindmicamente estable y afebril, eupneico en
reposo, buen estado general, normoperfundido,
normohidratado y normocoloreado.

- Cabeza y cuello:
orofaringeas.

no adenopatias, no lesiones

- Toérax: auscultacion cardiaca ritmica sin soplos.
Auscultacion pulmonar con murmullo vesicular
conservado sin ruidos sobreafiadidos.

- Abdomen: ruidos hidroaéreos de calidad y en cantidad
normales, blando y depresible, no doloroso a la
palpacion, no palpandose masas ni organomegalias.

- Extremidades: sin edemas ni datos de trombosis
venosa.

- Piel y faneras: sin lesiones visibles.

- Neuroldgica: consciente y orientada, alerta, sin signos
de focalidad neuroldgica.

3. INFORME DE LABORATORIO

En la analitica destaca anemia moderada (11,1 g/dL,
hematocrito 33%, hematies 2,97 x mill/uL), macrocitica (VCM
111.1 fL), hipercrobmica (37,4 pg), arregenerativa
(reticulocitos 54.900/uL), con aumento del ancho de
distribucion eritrocitaria (RDW 15,7%), sin otras citopenias
(leucocitos  4.200/uL, neutrdfilos 2.000/uL, plaquetas
359.000/uL). Los perfiles hepético y renal no muestran
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alteraciones. Los tiempos de coagulacién son normales. No
presenta elevacion de reactantes de fase aguda.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Las causas de anemia macrocitica son diversas. En primer
lugar, se han de descartar las causas de
pseudomacrocitosis:

- Agregados eritrocitarios, secundarios por ejemplo a la
existencia de crioaglutininas o pilas de monedas por
hipergammaglobulinemia.

- Muestra envejecida.

- Hiperleucocitosis.

- Hiperglucemia grave.

- Exceso de EDTA en la muestra.

Una vez confirmada la macrocitosis, se plantean las
siguientes etiologias de la misma?:

- Anemia megaloblastica (por déficit de vitamina B12,
félico o secundaria a farmacos).

- Sindrome mielodisplasico.
- Secundaria a farmacos.

- Hiperreticulocitosis.

- Hepatopatia cronica.

- Alcoholismo.

- Hipotiroidismo.

- Aplasia medular.

- Embarazo.

- Benigna familiar.

- ldiopéticas (pueden alcanzar hasta un 8%).

. -2

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
- Vitamina B12 319,2 pg/mL. Acido félico 10,5 ng/mL.

- Perfil tiroideo: TSH 1,19 plU/ml, T4 1,27 ng/dL.

- Perfil férrico: Ferritina 217 ng/ml, Hierro 86 pg/dl,
Transferrina 217 mg/dl, Saturaciéon Transferrina 28.2%,
TIBC 306 pg/dl.

- Colonoscopia: 2 polipos de muy escaso tamafio en
colon. Se efectla polipectomia de ambos. Diverticulosis.
Hemorroides internas. No signos de sangrado.

- Gastroscopia es6fago de Barrett COM1 de Praga.
Gastritis atrofica antral con metaplasia intestinal

- Frotis de sangre periférica: anisopoiquilocitosis con
algunos acantocitos, eliptocitos y fragmentocitos. No
macroovalocitos. No alteraciones de la segmentacion ni
granulacion de los neutrofilos. Conclusion: rasgos
patolégicos inespecificos de la serie roja.

Dada la negatividad de las pruebas anteriores se plantea el
estudio de médula 6sea mediante aspirado, que arroja los
siguientes resultados:

- Médula ésea normocelular para la edad de la paciente,
con grasa conservada. Megacariocitos en proporciéon
aumentada respecto a la celularidad, siendo un 72% de
los mismos displasicos, con presencia de
micromegacariocitos y megacariocitos de pequefio
tamafio hipolobulados y monolobulados (Figura 1, A, B
y C). Un 28% de los precursores eritroides muestran
discretos rasgos displasicos en forma de déficit de
hemoglobinizacion, macrocitosis 'y  asincronismo
madurativo. Se observan aislados puentes
internucleares (Figura 1, D). No rasgos de

disgranulopoyesis. Tincion de Perls sin sideroblastos en
anillo.

.

£

Figura 1. Microfotografias de aspirado de médula 6sea. A imagen a 40 aumentos: megacariocitos aumentados en
proporcion a la celularidad, de pequefio tamafio y monolobulado. B y C imagenes a 100 aumentos: megacariocitos de
pequefio tamafio monolobulados. D
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Caracteristicas 0 puntos 0,5 puntos 1 puntos 1,5 puntos 2 puntos 3 puntos 4 puntos
GI’L!pO de nesgo Muy Bueno Intermedio Pobre Muy
citogenético bueno pobre
Blastos en MO % 0-2 3-4,9 5-10 >10
Hemoglobina
(g/dL) 210 8-9,9 <8
Plaquetas
(x10°9) 2100 50-99 <50
PMN (x1079) >0,8 <0,8

Grupo de riesgo: Muy bajo: 0-1,5 puntos. Bajo:>1,5-3 puntos. Intermedio: >3-4,5 puntos. Alto: >4,5-6 puntos. Muy alto:
>6 puntos. Grupo de riesgo: Muy bajo: 0-1,5 puntos. Bajo:>1,5-3 puntos. Intermedio: >3-4,5 puntos. Alto: >4,5-6
puntos. Muy alto: >6 puntos.

Tabla 1. indice pronéstico revisado para estratificacion de pacientes con SMD. Adaptado de: Guias espafiolas SMD y
LMMC 2020.

6. DIAGNOSTICO

Sindrome mielodisplasico con displasia multilinea. Datos
morfoldgicos sugerentes de sindrome 5q-.

7. EVOLUCION

En la siguiente consulta se obtuvieron los resultados de
citogenética y biologia molecular, que confirmaron Ila
delecion del brazo largo del cromosoma 5.

Con todos los datos anteriores se pudo establecer un IPSS-
R de 1, correspondiente a un riesgo muy bajo, siguiendo los
criterios del International Working Group for the Prognosis of
MDS, expuestos en la tabla 1. El IPSS-R constituye una
version revisada del IPSS, que tiene en cuenta el grado de
las citopenias, y modifica el peso del resto de variables,
permitiendo una mejor estratificacién respecto al indice
antiguo? (Tabla 1).

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo de
neoplasias mieloides caracterizadas por una alteracién en la
maduracion de los precursores eritroides (diseritropoyesis),
granulociticos (disgranulopoyesis) y/o megacariociticos
(dismegacariopoyesis). Las mutaciones genéticas que dan
origen a este grupo de enfermedades clonales se producen
en una célula hematopoyética pluripotencial.

Dichas alteraciones provocan una hematopoyesis ineficaz
con aborto intramedular por apoptosis de los elementos
hematopoyéticos durante su proceso de diferenciacion,
generando citopenias en sangre periférica (dato que
contrasta con la hipercelularidad medular). Ademas,
presentan un riesgo variable de evolucion a leucemia
mieloide aguda (LMA), con peor prondstico respecto a la que
surgen de novo“.

Los SMD son una patologia tipica, aunque no unica, de
pacientes ancianos (con una mediana de edad de 70 afios®).
En Espafia, se estima una incidencia de 4-5 casos por
100.000 habitantes y afio, aunque puede alcanzar los 30-40
casos por 100.000 habitantes y afio en personas de mas de
60 afios, segun datos aportados por el Grupo Espafiol de
Sindromes Mielodisplasicos (GESMD)S.

Su causa, como la de la mayoria de neoplasias mieloides, es
desconocida, identificandose factores de riesgo como la
exposicion previa a radiacion o farmacos (cloranfenicol,
analogos de trombopoyetina, quimioterapicos...)°. En el 50%
de los casos se identifica una alteracion citogenética
recurrente (entre ellas las mas frecuentes las trisomias de los
cromosomas 7'y 8)3. Se han descrito numerosas mutaciones
sométicas adquiridas en el 80-90% de los pacientes con
SMD. Aproximadamente en el 70% de los casos, estan
implicados los genes de splicing y/o reguladores
epigenéticos. Pocos genes estan mutados con una
frecuencia relativamente alta (SF3B1, TET2, SRSF2,
DNMT3A y RUNX1 en >10% de los casos) sin existir un gen
concreto en la mayoria de los pacientes, lo que dificulta el
desarrollo de dianas farmacoldgicas efectivas’.

En lo que respecta a su presentacion clinica, la causa més
frecuente de consulta es la anemia (siendo las infecciones y
la clinica hemorragica mas propias de los pacientes de alto
riesgo)!. En la mayoria de casos es macrocitica y tiende a
ser mas grave en los casos concretos de SMD con delecion
del 5g. En un porcentaje menor de casos la anemia se
acompafia de neutropenia y/o plaquetopenia; y mas
infrecuentemente se manifiesta en forma de neutropenia o
plaquetopenia aisladas?3.

Tras las determinaciones de laboratorio ya mencionadas, y
en un contexto clinico sugestivo (pacientes ancianos, mala
respuesta a tratamiento y habiendo descartado otras causas)
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Lineas : . SEEN- Blastos  Blastos Bastones : "
L Citopenias blastos en Citogenética
displésicas . SP MO de Auer
anillo
. . Cualquiera salvo
SMD con displasia 1 1-2 <15%/<5%>  <1% <5% No criterios de Sde
unilinea
50-
. . Cualquiera salvo
1D EE CE RS 23 13 <159/<5%°  <1% <5% No criterios de Sde
multilinea 5q-
SMD con sideroblastos en anillo (SMD-SA)
SMD-SA-DU 1 1-2 >15%/25%*  <1% <5% No %‘rjif‘;‘r‘igf:jzsgld":
SMD-SA-DM 2-3 1-3 215%/25%?2 <1% <5% No 5q-
Del (59-) solo o
L, Ninguno o con 1 anomalia
S ng 5deIeC|on 1-3 1-2 alguno <1% <5% No adicional
q excepto -7 0
del(7q)
SMD con exceso de blastos (SMD-EB)
SMD-EB1 1-3 1-3 Ninguno o 2-4% 5-9% No Cualquiera
SMD-EB2 1-3 1-3 alguno 5-19% 10-19% Si/No q
SMD inclasificable
Con 1% de .
blastos en s.p. 1-3 1-3 Ninguno o 1% <5% No CrelgEE
alguno
Con displasia Cualquiera
unilinea 'y 1 3 Ninguno o <1% <5% No q
pancitopenia alguno
ERSEOID B ci?c? Oergaéltliia
alteraciones 0 1-3 <15% <1% <5% No Jgene
X o definitoria de
citogenéticas SMDP

aSi hay mutacion de SF3B1.

PAnomalias citogenéticas definitorias: -7/del(7q), t(11;16)(q23;p13.3), -5/del(5q), t(3;21)(q26.2;q22;1), i(179)/t(17p),
t(1;3)(p36.3;g21.1), -13/del(13q), t(2;11)(p21;923), del(11q), inv(3)(g21;926.2), del(12p)/t(12p), t(6;9)(p23;034), del(9q),
idic(X)(g23), cariotipo complejo (3 0 més alteraciones que incluyan 1 o mas de las anteriores).

Tabla 2. Clasificacion de SMD segun OMS 2017. Adaptado de: Guias espafiolas SMD y LMMC 2020.

resulta esencial la realizacion de un frotis de sangre periférica
que, en caso de mostrar rasgos de mielodisplasia, refuerza
la sospecha clinica de SMD. Es muy importante conocer los
antecedentes del paciente, dado que los rasgos displasicos
no son patognomoénicos de esta enfermedad, y el siguiente
estudio a plantear seria la realizacion de un aspirado de
médula dsea®. Numerosos factores pueden provocar
mielodisplasia sin que esta signifique la existencia de un
trastorno clonal subyacente. Asi, la exposicion a numerosos
farmacos se asocia a rasgos de disgranulopoyesis (factores
de crecimiento, inmunosupresores), infecciones como CMV,
virus hepatotropos... y en ocasiones asienta sobre un
sustrato de autoinmunidad o de patologia hematolégica
cronica previa®.

Como se ha mencionado, el gold standard y prueba
necesaria para el diagnostico de un SMD consiste en un
aspirado de médula 6sea (que puede acompararse de una
biopsia de la misma en caso de que la calidad de la muestra
comprometa su estudio, como en el caso de los sindromes
mielodisplasicos con fibrosis asociada®). El criterio
diagndstico clasico ha consistido en el hallazgo de un 10% o
méas de elementos displasicos en una o mas lineas
hematopoyéticas de estirpe mieloide acompafiando a una o
mas citopenias, si bien la Udltima clasificacién de la OMS
admite un subgrupo que puede ser diagnosticado tan solo
con la identificaciéon de una mutacidon somatica de significado
patologico?®.

63



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

La clasificacion de los SMD se basa en el numero de
citopenias, el numero de lineas mieloides que manifiestan
rasgos displasicos, la proporcion de sideroblastos en anillo,
asi como el porcentaje de blastos en médula 6sea y sangre
periférica®. Esta  ordenacion ha  sufrido  varias
transformaciones hasta la empleada actualmente y publicada
por la OMS en 2016 (Tabla 2).

enfermedad es hacia una insuficiencia medular progresiva
con dependencia transfusional. Por ultimo, en los casos de
buen prondstico la enfermedad evoluciona de forma
indolente, alcanzando altas tasas de supervivencia entre los
pacientes®.

El sindrome 5g- constituye el Gnico grupo de la clasificacion
basado en la existencia de una alteracion citogenética
recurrente®. La inclusion de esta entidad por parte de la OMS
se basé en la existencia de un numero significativo de
pacientes (entre el 10 y el 15% de casos de SMD, la mitad
de ellos como Unica alteracién del cariotipo!!) que
presentaban en el estudio de cariotipo una delecién del brazo
corto del cromosoma 5, y con una serie de rasgos clinicos en
comun: predominio del sexo femenino (70%)8, generalmente
se presentan con anemia, en caso de neutropenia esta no
suele ser muy acusada, y muestran a menudo cifras
elevadas de plaguetas en sangre®. Por otro lado, los
pacientes muestran altas tasas de supervivencia y bajo
porcentaje de evolucion a LMAS,

Su diagnéstico exige el hallazgo de una o mas citopenias, el
hallazgo de un 10% o mas de elementos displasicos de una
o varias lineas mieloides, menos de un 5% de blastos en
médula 6sea (y menos del 1% en sangre periférica) y
demostracién de la delecion de 5qg. Se admite el hallazgo de
otra alteracion citogenética adicional salvo la delecion de
7q3,12'

A nivel molecular, la delecion de 5q conduce a una alteracion
en la expresion de genes que requieren de la integridad de
sus dos alelos para su correcta funcién (haploinsuficiencia)4.
La haploinsuficiencia de uno de esos genes, CSNK1A1, que
codifica para la proteina casein kinase 1A1, produce una
ventaja proliferativa que lleva a la expansion clonal de la
célula madre hematopoyética afectada®. La pérdida de uno
de los alelos del gen RPS14, que codifica para una proteina
ribosomal, conduce a un aumento de expresion de p53 en
los eritroblastos que explica la tasa aumentada de apoptosis
en este tipo de precursores responsable de la anemia. Por
ultimo, la haploinsuficienica de los genes miR145 y miR146a
conlleva una ventaja proliferativa de los precursores
megacariociticos (responsable de la trombocitosis) asi como
de la alteracion en la maduracion de estos?3.

El tratamiento de los SMD se basa en la terapia de soporte
en los casos de bajo riesgo (mediante administracion de
factores estimulantes de colonias y transfusiones),
reservandose tratamientos mas agresivos (quimioterapia y
trasplante de progenitores hematopoyéticos) para los casos
de alto riesgo. El sindrome 5g- cuenta con una terapia
especifica, la lenalidomida. Este farmaco se trata de un
inmunomodulador con efectos sobre la actividad de linfocitos
T y la angiogénesis. En el caso de este tipo de SMD ha
demostrado disminuir los requerimientos transfusionales e
incluso inducir una remisién citogenética, si bien presenta

Esta clasificacion tiene importantes implicaciones
prondsticas, ya que la historia natural del SMD conlleva en
muchos casos la evolucion a LMA, siendo mayor el riesgo en
aquellos subtipos con exceso de blastos en médula 6sea y/o
sangre periférica. En otros muchos casos la evolucién de la

respuestas temporales, se ha asociado a aumento de
supervivencia global en determinadas series de
pacientes!®16,

En conclusion, los sindromes mielodisplasicos debutan
habitualmente en forma de anemia macrocitica, si bien su
curso puede ser muy variable. Su diagndstico sigue un
proceso ordenado que pasa por excluir causas secundarias
de anemia macrocitica (fundamentalmente carenciales), el
reconocimiento de rasgos displasicos en el frotis de sangre
periférica, y si no se consigue demostrar una causa
alternativa, la realizacion de un aspirado de médula 6sea. La
citologia continla siendo una de las herramientas
fundamentales en la caracterizacion de este grupo de
neoplasias, cuya clasificacion sigue criterios eminentemente
citomorfoldgicos. No obstante, las ultimas clasificaciones
reconocen la existencia de subgrupos caracterizados por
determinadas alteraciones citogenéticas. El hallazgo de
micromegacariocitos 'y megacariocitos  hipolobulados
constituyen un diagnéstico presuntivo de sindrome 5g-, una
entidad de especial interés por su buen prondstico y
tratamiento especifico.
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1. INTRODUCCION

La denominada anomalia pelgeroide o pseudoPelger (ASP)
es un hallazgo relevante a tener en cuenta entre todos

aquellos  profesionales encargados de interpretar
extensiones de sangre periférica. La presencia de
hiposegmentaciéon nuclear generalizada en la serie

granulocitica (dos segmentos nucleares en los neutrdéfilos en
vez de tres o cuatro) puede ser un dato de alarma ya que
ésta correlaciona con la presencia de infecciones, procesos
de estrés para la médula 6sea, toma de determinados

farmacos y de forma muy relevante, neoplasias
oncohematolégicas.
Mucho menos frecuente (1/6000 personas

aproximadamente) y por tanto muchas veces no sospechada
es la anomalia de Pelger-Huét (APH). Descrita por Pelger en
1928 y 4 afios mas tarde por Huét en una sobrina del caso
indice de Pelger, la APH se corresponde con una marcada
hiposegmentacién de los nudcleos de los neutréfilos de
caracter hereditario (autosémico dominante) y benigno, sin
asociarse a ningun tipo de clinica infecciosa ni a una mayor
predisposicion a malignidad. A continuacion, mostramos un
caso de sospecha de APH acontecido en nuestro hospital y
el proceso diagndstico posterior.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Sospecha de anemia en relacion a sangrado uterino,
descartar otras posibles causas de anemia.

2.2 Antecedentes personales:

Mujer de 40 afios, natural de Rumania, habito tabaquico y
enolismo activos. En estudio por parte del servicio de
Ginecologia por miomas uterinos con frecuentes episodios

F

0

C °'
.) ooe

de anemizaciéon por sangrado, pendiente de intervencion
quirdrgica.

2.3 Antecedentes familiares:

Padres fallecidos de eventos isquémicos en Rumania.
Hermana 2 afios mayor en tratamiento quimioterapico activo
por cancer de mama.

2.4 Enfermedad actual:

Paciente ingresada en el hospital por un episodio de
anemizacion en relacibn con los miomas descritos
previamente.

2.5 Exploracién fisica:

No refiere otra sintomatologia méas alla de aquella
relacionada con el sindrome anémico. La exploracion fisica
es anodina, sin detectarse adenopatias, organomegalias ni
otros signos sugestivos de malignidad.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Dentro del estudio de extension de la anemia, con el
siguiente hemograma: hemoglobina 10,8 g/dL [13-16,8 g/dL],
Volumen Corpuscular Medio (VCM) 76 fL [82,5-97,9 fl],
plaguetas 497 x1000/pL [140-450 x1000/ pL], leucocitos 4,4
x1000/pL [4-11,3 x1000/pL], neutrdfilos 1,8 x1000/pL [1,8-7,4
x1000/uL], linfocitos 2,1 x1000/ul [1,2-4 x1000/pL],
monocitos 0,4 x1000/ul [0,3-0,9 x1000/uL], se solicita una
extensién de sangre periférica, que presenta los hallazgos
gue se comentan a continuacion.

El frotis sanguineo presenta una serie roja con anisocitosis y
ligera hipocromia, sin otras alteraciones relevantes y que
podrian estar en relacion a ferropenia tras hemorragias
frecuentes. La serie plaquetar presenta adecuado tamafio y
granulacion y la serie granulocitica destaca por asociar una

Figura 1. Neutréfilos con anomalia de Pelger-Huét en el caso de nuestra paciente. A
destacar la adecuada granulacion y la alta condensacion cromatinica. Elaboracion
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marcada hiposegmentacion nuclear, presentando todos los
neutrofilos una cromatina madura, muy condensada y con
dos segmentos nucleares en vez de los tres o cuatro
habituales (Figura 1). La granulaciéon de todas estas células
es adecuada y no presentan otras alteraciones, tampoco se
detectan formas inmaduras que pudieran sugerir desviacion
izquierda (blastos, metamielocitos, cayados, etc.).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

La deteccion de una hiposegmentacion nuclear en la serie
granulocitica es un dato de alarma en el laboratorio de
hematologia ya que en la practica habitual se asocia a
procesos infecciosos o sistémicos graves, toma de farmacos
que interaccionan con la formacion de precursores
hematopoyéticos y a procesos oncohematoldgicos
(sindromes mielodisplasicos, leucemias agudas, etc.) (Tabla
1). La paciente no estaba recibiendo ningun tratamiento y no
presentaba datos sugerentes de infeccién u otro proceso
subyacente por lo que dentro del diagnéstico diferencial
debia incluirse una entidad rara como la APH, que para
muchos profesionales solo esta descrita en los libros de
Citologia. Por tanto, en este caso el diagnéstico diferencial
se basaba fundamentalmente en distinguir entre la presencia
de rasgos de displasia o una verdadera APH.

La APH se caracteriza por la presencia de nucleos
hiposegmentados, generalmente en forma de dos
segmentos nucleares de cromatina muy condensada
uniformemente, unidos por un fino puente intercromatinico,
sin asociar otros posibles datos de displasia y afectando a la
practica totalidad de los neutrdfilos.

Por el contrario, la deteccion de la ASP (Figura 2) en contexto
de displasia generalmente se acompafia de otros rasgos
nucleares o citopldsmicos en la serie granulocitica: la
condensacion cromatinica puede ser anémala en forma de
grumos o “clumping”, la segmentacion es mucho mas
polimorfa o “aberrante”, en el citoplasma pueden aparecer
hipogranulacion o vacuolizacion y pueden observarse
macrocitosis o presencia de formas inmaduras. Ademas,
pueden presentarse rasgos displasicos en las otras lineas
celulares (por ejemplo, anisopoiquilocitosis o punteado
andémalo en la serie roja o anisotrombia y anomalias de la
granulacion plaquetar en la serie plaquetar).

En este caso, por tanto, todo apuntaba a una verdadera APH,
si bien se antojaba preciso llegar a un diagnéstico definitivo
para descartar completamente que no se tratara de un
proceso oncohematolégico subyacente, lo cual requeriria de

::

‘A\

la realizacién de un aspirado con biopsia de médula 6sea,
prueba invasiva, molesta y no exenta de complicaciones.

La APH es un rasgo de caracter hereditario debido a una
mutacion en el gen del receptor de la lamina B (LBR) situado
en el cromosoma 1y el cual juega un papel fundamental en
la conformacién del nucleo celular. Su herencia es de tipo
autosdmico dominante.

Debido a este patron de herencia se optd por realizar una
técnica sencilla pero que potencialmente podria otorgar el
diagndstico: se procedid a realizar una extension de sangre
periférica de la muestra sanguinea de su hermana, pues si
se trataba de una verdadera APH existia un 50% de
probabilidades de que también portara la mutacion y por
tanto la anomalia. Sin embargo, todos los neutréfilos de la
hermana presentaban una adecuada segmentacion nuclear,
lo cual no permitia llegar al diagnéstico por esta via.
Tampoco presentaba otros familiares accesibles para ser
evaluados pues se encontraban todos ellos en Rumania.

Tras comentar el caso con el Servicio de Genética, se ofrecio
la posibilidad de realizar un estudio de secuenciacion masiva
del genoma, centrando el estudio en el gen LBR (Figura 3)
localizado en el cromosoma 1.

En este estudio se detecto la variante ¢.520G>T (p.Glul174*)
en el gen LBR (gen del receptor de lamina B). Esta variante
genera un codén de terminacion prematuro implicando una
sintesis truncada y por tanto anémala de la proteina. Esta
variante se detect6 en el 43,3% del DNA estudiado,
compatible con su presencia en heterocigosis. Se clasificd
como variante probablemente patogénica ya que no se
encontraba descrita previamente en bases de datos
poblacionales y las herramientas in silico la clasifican como
tal.

5.  DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Con estos resultados pudo llegarse al diagnéstico definitivo
de APH, descartando de forma definitiva la presencia de
displasia medular mediante una técnica no invasiva y
evitando asi también posibles estudios a otros parientes de
nuestra paciente, todos ellos potenciales portadores de la
anomalia. La integracion de la informacion clinica obtenida
de forma rigurosa, los hallazgos de la citologia 6ptica y los
estudios genéticos dirigidos permitieron no solo llegar al
diagndstico sino contribuir al conocimiento cientifico al
descubrir una nueva mutacion responsable de este rasgo
hereditario.

Flgura 2. Anomalia de PseudoPeIger en el caso de un paciente con sindrome
mielodisplasico. Sangre periférica (A 'y B) y médula 6sea (C), destaca la hipogranulacién y el
"clumping" cromatinico. Elaboracién propia.
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docetaxel.

Congénita Anomalia de Pelger Huét (AD)
1. Infecciosa: VIH, tuberculosis, infecciones bacterianas graves, etc.
Adquirida 2. Neoplasica: sindrome mielodisplasico, leucemias agudas.

3. Farmacos: micofenolato de mofetilo, acido valproico, ganciclovir, paclitaxel,

Tabla 1. Diagnéstico diferencial de la anomalia de Pelger- Huét. Adaptada de Cunningham JM, 2009.

6. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El receptor de lamina B es una proteina fundamental en la
organizacion nuclear pero también presenta otras funciones
importantes. Se trata de una proteina con dos dominios
diferenciados, un dominio intranuclear, que es el responsable
de la organizacion y estructura nuclear y un dominio
transmembrana, implicado en la sintesis de colesterol y el
desarrollo embrionario.

Las variantes patogénicas en heterocigosis conducen a una
sintesis reducida de esta proteina, alterando la organizacion
nuclear, su segmentacion y la condensacion cromatinica sin
asociar sin embargo ningun tipo de clinica (se ha relacionado
en ocasiones con un ligero aumento del riesgo infeccioso que
no se ha corroborado en todos los estudios) ni aumento del
riesgo de desarrollar cancer.

Diferente es la situacion en la que se hereda esta variante en
homaocigosis. En los escasos casos descritos se ha asociado
a alteraciones del neurodesarrollo, anomalias cardiacas y de
la sintesis Osea, asi como con el sindrome de displasia
esquelética de Greenberg. Se cree que este fenotipo tan
grave es debido a la abolicién de la funcion de la proteina en
la sintesis de colesterol, fundamental para el correcto

desarrollo celular.

De cara a la préctica clinica, como ya hemos mencionado,
serd fundamental distinguir la anomalia de las formas
pelgeroides, siendo necesario integrar los hallazgos con el
resto de alteraciones morfolédgicas, la clinica del paciente y
la toma de farmacos (particularmente los
inmunosupresores).

Una vez se llega al diagnoéstico de una verdadera APH sera
fundamental informar al paciente respecto a la benignidad de
los hallazgos y la importancia de que esta informacion sea

transmitida a sus parientes de cara a evitar potencial
iatrogenia.

En conclusién, exponemos un caso de una anomalia de la
morfologia de los neutrofilos infrecuente pero paradigmatica
y que forma parte de los signos clasicos de la citologia dptica.
Es fundamental distinguirla de las causas secundarias de
hiposegmentacion nuclear, mucho mas frecuentes. Ademas,
en aquellos casos dudosos o donde sea necesario llegar al
diagndstico de certeza para descartar de forma definitiva la
presencia de displasia, las novedosas técnicas de estudio de
genoma se muestran rapidas, poco invasivas y eficientes.
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1. INTRODUCCION

Segun la International Society of Blood Transfusion (ISBT)
un sistema de grupo sanguineo agrupa a todos los antigenos
de superficie eritrocitaria controlados en un solo locus de
genes o por dos 0 mas genes homologos con poca o ninguna
recombinacién observable entre ellos!. Existen 38 sistemas
de grupo sanguineo, mas algunos antigenos diferenciados
gue aun no han sido atribuidos a ningun sistema especifico.

Los estudios pretransfusionales, o tradicionalmente llamados
pruebas cruzadas, denominan a la bateria de procedimientos
rutinarios que se deben realizar previamente a una
transfusion no extremadamente urgente. Se debe determinar
el grupo sanguineo ABO (tanto el grupo hematico de sus
hematies como el sérico de su plasma) asi como el antigeno
RhD (grupo hemético) usando reactivos comerciales que
aglutinan los hematies si son especificos para dichos
antigenos. Ademés, se debe realizar el escrutinio de
anticuerpos irregulares antieritrocitarios o prueba de Coombs
indirecta, que enfrenta el plasma del paciente que va a ser
transfundido con hematies comerciales cuyos antigenos son
conocidos. Si esta segunda determinacién es negativa se
eligen concentrados de hematies ABO y RhD compatibles
con el paciente y se distribuyen?.

El antigeno D es el méas inmunogénico y el de mayor
importancia clinica dentro del sistema Rh, tanto en el
contexto transfusional como durante la gestacion. La
tipificacion del antigeno RhD en los individuos que van a ser
transfundidos es una practica universal en todos los bancos
de sangre. La importancia de una correcta tipificacion radica
en el riesgo de aloinmunizacion si la transfusién es RhD
incompatible (de sangre RhD+ a un individuo RhD-), con
consecuencias potencialmente mortales. La amplia
variabilidad en la expresiéon del antigeno RhD (variantes
RhD) puede suponer discrepancias en el fenotipaje de un
individuo, dificultades en las pruebas cruzadas vy
comprometer la seguridad transfusional.®

2. BREVE HISTORIA CLINICA

Mujer de 55 afios sin antecedentes personales o familiares
de interés que ingresa para histerectomia programada por
patologia tumoral endometrial. Es exfumadora y no tiene
otras enfermedades activas. Toma tratamiento para el dolor
ocasional y nunca ha sido transfundida. Su problema actual
son los sangrados constantes, que han requerido de consulta
en Urgencias varias veces, asi como tratamiento
antifibrinolitico en mas de una ocasion. Ademés de extraer
un hemograma y una bioquimica renal, se solicitan pruebas
cruzadas el dia anterior a la cirugia para disponer de sangre

compatible, en prevision de necesidad transfusional
intraoperatoria.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica destaca anemia de 8,1 g/dl, normocitica
normocrémica y el recuento de plaguetas es normal, asi
como la bioquimica renal. El estudio de coagulacion es
normal. Se solicitan 3 concentrados de hematies (CH).
Ademas de los reactivos anti-A, anti-B y anti-AB para
determinar el grupo sérico ABO del paciente. El grupo RhD
en nuestro Banco de Sangre se determina por duplicado
gracias al uso de dos reactivos anti-D diferentes: el anti-D
VI+, que reacciona contra todos los epitopos D, y el anti-D
VI-, que no reconoce la variante DVI. A modo de ejemplo
ilustrativo se muestra en la figura 1 un grupo hemético A, ya
que los hematies aglutinan con el reactivo anti-A y anti-AB,
pero no con el anti-B. Seguidamente, en la parte superior se
objetiva un grupo Rh D positivo, que aglutina con ambos
reactivos anti-D. Sin embargo, en la parte inferior se trata de
un individuo RhD negativo, ya que no existe aglutinacién con
los dos reactivos anti-D.

Sin embargo, la determinacion de grupo hematico de nuestra
paciente se objetiva en la figura 2. No hay dudas de que es
grupo AB, pero existen discrepancias entre el pocillo Anti-D
VI+ (aglutinacion intensa) y el pocilo Anti-D VI- (nula
aglutinacion). ¢ La paciente es RhD positiva y le podemos dar
sangre RhD positiva o debemos interpretarlo como un
resultado negativo siendo necesaria la transfusién de RhD
negativa?

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Siempre ante cualquier discrepancia en banco de sangre se
debe solicitar nueva muestra y repetir el estudio nuevamente
para confirmar los resultados por duplicado. En nuestro caso
se obtuvo el mismo resultado nuevamente. Ante la
discrepancia en el grupo hematico RhD, se debe sospechar
la presencia de una variante RhD, es decir, una alteracion
mutacional congénita en la secuencia génica codificante de
las proteinas RhD y RhCE, que conlleva un déficit
cuantitativo o cualitativo en la expresion del antigeno RhD y
sus epitopos, condicionando diferente riesgo de
aloinmunizacién:

- Variante RhD débil: déficit cuantitativo. No se inmunizan.

- Variante RhD parcial: déficit cualitativo. Se inmunizan.

- Variante DEL: déficit cuantitativo. No se suelen
inmunizar.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
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Figura 1. Determinacion de grupo sanguineo en tarjeta.
Parte superior: Grupo sanguineo A+. Parte inferior: Grupo
sanguineo A-.

Se solicité estudio genético de los hematies mediante
secuenciacion del gen RHD que fue realizado en el Centro
de Transfusion de la Comunidad de Madrid (CTCAM), con
una duracion media de 5 dias.

El dia previo a la cirugia, la paciente empieza a sangrar de
forma abundante por la noche, anemizandose hasta 6.2 g/dl
y se solicita transfusién urgente de 2 CH. Ante la
discrepancia RhD mencionada se decide transfundir sangre
RhD negativa hasta tener los resultados del estudio genético.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO Y EVOLUCION

Desde el CTCAM se reporta una hibridacién intergénica con
interposicion de los exones 4 y 5 del gen RHCE en la
estructura génica del gen RHD, confirmandose una variante
D parcial llamada DVI tipo 1. La paciente superd con éxito la
cirugia y se controlaron las hemorragias. Finalmente se
transfundieron 2 CH urgentes en la noche del sangrado
agudo y otros 2 CH durante la cirugia al dia siguiente. No se
han objetivado datos de hemdlisis o de aloinmunizacién en
los estudios analiticos y pretransfusionales realizados con
posterioridad.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA
7.1. Sistema Rh

El sistema Rh es el segundo sistema de grupo sanguineo en
importancia clinica, después del ABO. Este sistema es uno
de los mas polimoérficos y complejos de los sistemas
eritrocitarios, incluyendo mas de 50 antigenos diferentes,
siendo los mas importantes los antigenos RhD, c/C y e/E.
Estos se localizan y agrupan en dos proteinas de membrana
eritrocitaria: la proteina RhD y la proteina RhCE. Estas
proteinas se componen de 417 aminoacidos, son altamente
homoélogas entre si (92%) y solamente difieren en un total de

Figura 2. Determinacion del grupo hematico de nuestra
paciente.

32 a 35 residuos, que son precisamente los implicados en la
gran variedad de epitopos en el sistema Rh. Estan formadas
por 12 dominios transmembrana que conforman 6 loops
extracelulares y albergan el antigeno RhD y los antitéticos
c/Cy elES.

Las proteinas RhCE y RhD estan codificadas por los genes
RHD y RHCE, adyacentes en el cromosoma 1p34-36. El gen
RHD deriva de la duplicacion del gen RHCE en hominidos
del continente europeo y codifica para la proteina RhD; el gen
RHCE tiene 4 alelos y codifica para las proteinas RhCE,
RhCe, RhcE, Rhce. Existen posiciones aminoacidicas muy
relevantes en la conformacion del antigeno y en el
reconocimiento de éste por parte de anticuerpos. La Figura 3
representa mediante cajas azules el principio y el final de los
dominios proteicos, codificados por los diferentes exones.
Las ocho esferas amarillas y las 24 negras en la proteina
RhD simbolizan epitopos extramembrana 0
transmembrana/citoplasmaticos, respectivamente. En la
proteina RhCE, la posicion 103 es fundamental para la
expresion del fenotipo C si es una serina, o fenotipo c si es
una prolina. Asimismo, en la posicion 226 la alanina o la
prolina se asocian con el fenotipo e o E, respectivamente?.
Las dos nomenclaturas que se siguen empleando para
determinar el sistema Rh son la Fisher/Race y la Wiener
(figura 4).

El antigeno D estd formado por mas de treinta epitopos
diferentes. Unicamente las ocho posiciones de los loops
extracelulares 3, 4 y 6 definen el grado de expresién de los
epitopos especificos del antigeno D. El resto de epitopos
definen la conformacion tridimensional, y las mutaciones en
estos aminoacidos, aunque solamente afecten a un dominio
transmembrana, pueden causar cambios conformacionales
gue afecten indirectamente a la expresion de los epitopos D.
Ademas, la densidad de antigeno D presente en la
membrana eritrocitaria puede variar cuantitativamente en
funcion de las combinaciones haplotipicas Rh y del fenotipo
resultante, desde una expresion normal (D+) hasta la minima
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Figura 3. Proteinas RhD y RhCE. Tomada de: Avent et al, 2000.

Genes Rh Terminologia Frecuencia

Gen RHD | Gen RHCE | Fisher/Race | Wiener (%)*

D Ce CDe R, 40.76

D cE cDE R, 14.11

D ce cDe R, 2.57

D CE CDE R, 0.24

d ce cde r 38.86

d Ce Cde I’ 0.98

d cE cdE r 1.19

d CE CdE ry <0.0001

Figura 4. Terminologia y frecuencia en Europa de las
combinaciones de antigenos Rh. Elaboracién propia.

expresion (que no ausente) de antigeno D (fenotipo Del). Los
individuos DcE/DcE son los que expresan mayor cantidad de
antigeno D (110.000-200.000 sitios D por célula) y los
DCel/dce la menor (10.000-15.000 sitios D por célula)3.

Aparte de esta variabilidad antigénica intrinseca a la
expresion alélica habitual, pueden surgir variantes alélicas
(mutaciones) de la secuencia del gen RHD, que dan lugar a
cambios aminoacidicos en posiciones puntuales que asocian
diferentes consecuencias fenotipicas. Existen mas de 450
variantes alélicas RHD con expresién andomala del antigeno
RhD, que se engloban en variantes parciales, débiles y
variantes DEL (figura 5).

- D parcial:

Los individuos con variantes D parcial sufren un déficit
cualitativo de la proteina, es decir, han perdido la totalidad
del epitopo. Tienen altas probabilidades de sensibilizarse
(generar aloanticuerpos anti-D) cuando se exponen, por
transfusion sanguinea o feto-materna, a hematies con
antigenos D integros, por lo que deben recibir hematies D
negativos. Los epitopos 6 y 7 son los mas inmunogénicos, su
carencia incremente enormemente el riesgo de
aloinmunizacioén. La variante DVI es el paradigma de variante

D parcial y es clinicamente la mas importante en poblacion
caucésica porque es la que mas se sensibiliza, al ser la
variante con mayor ausencia de epitopos RhD. La principal
base molecular son los genes hibridos (RHD-CE-D): el gen
RHD sufre recombinacién intergénica con el gen RHCE,
favorecida por la proximidad de estos dos genes en el locus
RH, su elevada homologia y su orientacién opuesta. Otros
mecanismos moleculares son las mutaciones puntuales en
el gen RHD que afectan a posiciones localizadas en los loops
extracelulares, alterando la expresion de determinados
epitopos. Un ejemplo es la variante DAR, definida por una
triple mutacién C602G en el exdn 4, T667G en el exdén 5y
T1025C en el ex6n 7.

- D débil:

Las variantes D débil comprenden un trastorno cuantitativo.
Se definen por una densidad de antigeno D disminuida, con
menos de 5.000 moléculas por hematie. A diferencia de las
variantes D parciales, todos los epitopos se estan
expresando en mayor o menor medida, por lo que la mayoria
de los individuos no presentan riesgo de sensibilizacion anti-
D. En poblacion caucasica RhD positiva se estima un 0.2-1%
de fenotipo D débil. La base molecular son las mutaciones
puntuales en el gen RHD que comportan cambios
aminoacidicos que afectan regiones transmembrana o

71



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

35%

@D débil tipo 1
DAR
@D débil tipo 3

D débil tipo 2

@D débil tipo 4.0/4.1

Figura 5. Frecuencia de las variantes RhD. Elaboracion

propia.

intracelulares. No se altera la conformacién de los epitopos,
pero si afectan a la eficiencia de translocacion e insercion de
la proteina RhD en la membrana celular. Se han descrito mas
de 145 variantes D débiles diferentes. En la poblacion
caucésica, las mas frecuentes (mas del 90%) son el D débil
tipo 1, tipo 2, tipo 3, o tipo 4.0/4.1; siendo las mas comunes
en zona mediterrdnea las tipo 1 y 2. La tipo 3 predomina en
la zona centroeuropea. Estas variantes se asocian con una
densidad determinada de antigeno RhD por hematie: la tipo
2 (0-500), la tipo 1 (cerca de 1.000), la tipo 3 (1.500-2.000) y
la tipo 4 (2.000-2.500). Existen otras variantes D débil menos
frecuentes que estdn representadas en poblaciones
concretas, como la tipo 38 (Galicia, Portugal y Brasil) o la tipo
59 (Esparfia y Argentina)*.

- Variantes DEL:

Estas variantes son muy raras y se caracterizan por una
expresion muy débil de antigenos D por hematie, menos de
22. Se han descrito casos de inmunizacion anti-D en
receptores D negativos al recibir transfusion de fenotipo Rh
DELS.

7.2. Tipificacion serologica del antigeno RhD

La metodologia de la tipificacion serolégica requiere de
hematies problema y de un reactivo (anticuerpo/s) con
especificidad anti-D que produce la sensibilizacién y
aglutinacion de los hematies D positivo. Se puede detectar
de forma directa o indirecta (si ademas se afiade
antiglobulina humana). La importancia clinica de detectar las
variantes RhD radica discriminar entre ALO o AUTO anti-D.
Todo ello para conseguir una administracion racional de la
inmunoprofilaxis en las mujeres embarazadas, asi como un
uso adecuado de las unidades D — en los Bancos de Sangre.
Se puede realizar en tubo de ensayo, tarjeta de gel o
autoanalizador. En la tipificacion serolégica del antigeno D
hay que tener en cuenta a quién estamos tipificando:

- En donantes:

El objetivo es etiquetar como RhD positivo toda bolsa
proveniente de un individuo en la que se detecte aglutinacién

con un reactivo anti-D, por muy débil que sea. Se busca una
elevada sensibilidad que nos permita detectar positividades,
ya que no nos interesa transfundir sangre DVI+ a pacientes
negativos. El grupo Rh (D) se determinard por duplicado
usando dos reactivos anti-D diferentes que permitan detectar
las variantes D parcial mas frecuentes en la poblacion (la
DVI) y la mayoria de variantes D débil®.

Cuando en la primera donacién no haya aglutinaciéon con uno
o los dos reactivos comerciales se repetird y se intentara
revelar la aglutinacion con la prueba indirecta de la
antiglobulina, para detectar aglutinaciones débiles de los
hematies. Un resultado positivo con uno o mas reactivos
permitira catalogar al donante como D positivo. Un resultado
negativo con todos los reactivos define al donante como D
negativo. Las discordancias entre los diferentes reactivos o
las reacciones leves indican que el donante puede ser
portador de una variante RhD por lo que se considerara D
positivo de forma temporal, hasta que se realice estudio
molecular que confirme la variante.

- En pacientes (incluidas gestantes):

El objetivo es minimizar el riesgo de aloinmunizacion anti-D.
Interesa minimizar al maximo los falsos positivos. Los
pacientes no deben clasificarse como D+ por una reaccion
débil con un dnico reactivo.

Se deben usar anticuerpos monoclonales anti-D potentes, de
tipo IgM, mediante aglutinacion directa, que van dirigidos
contra epitopos 6 y 7 y que no reaccionen con la variante
DVI. Si no se obtienen resultados claramente positivos,
debemos clasificar inicialmente al paciente como D
negativo’. Se recomienda, ademas, fenotipar el resto del
sistema Rh del paciente: C/c y E/e. Si el paciente expresa C
ylo E probablemente va a ser un RhD positivo. Por el
contrario, si el paciente es C- y E- (c+ y e+) probablemente
va a ser RhD negativo.
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1. INTRODUCCION

Las microangiopatias tromboticas (MAT) son un conjunto de
entidades graves que a menudo ponen en riesgo la vida de
los pacientes. Se pueden dar en personas jévenes y en
algunos casos requieren instauracion de tratamiento urgente.
Se caracterizan por presentar anemia hemolitica
microangiopéatica con afectacion variable de distintos
organos. El conocimiento de su fisiopatologia ha aumentado
de forma notable en los ultimos afios, lo que ha conducido al
desarrollo de tratamientos especificos y a una mejoria en el
prondstico de estas entidades. A continuacién, se presenta
un caso de MAT con debut en forma de clinica neurolégica.

2. BREVE HISTORIA CLINICA

Varon de 47 afios procedente de Perl que como Unico
antecedente presentaba un episodio de herpes zoster
resuelto sin secuelas. Fue traido a Urgencias por cédigo ictus
al presentar clinica neuroldgica de instauracion aguda. El
paciente fue valorado por el Servicio de Neurologia, quienes
realizaron una exploracion neurologica exhaustiva,
destacando una afasia mixta (motora Yy sensitiva),
hemianopsia homénima derecha y paresia facial (Escala
NIHSS 7). A la exploracion fisica destacaba tinte ictérico de
conjuntivas y la existencia de petequias en la region toracica.

3. RESULTADOS DE LABORATORIO
Analiticamente el paciente presentaba los siguientes datos:
3.1 Hemograma:

Hematies 2,74 xmill/ul [4,20-5,60 xmill/ pl], Hemoglobina 9,0
g/dL [13-16,8 g/dL], Hematocrito 25,9 % [39,1-49,7 %], VCM
94,3 fl [82,5-97,9], RDW 22,0 % [12-14,6 %], Reticulocitos
229,1 x1000/ul [17,1-54,5 x1000/ul], % Reticulocitos 8,4 %
[0,4-1,3 %], Plaguetas 5 x1000/ul [140-450], Leucocitos 7,3
x1000/ul [4-11,3 x1000/ul], Neutréfilos 5,7 x1000/ul [1,8-7,4
x1000/ul], Linfocitos 1 x1000/ul [1,2-4 x1000/pl], Monocitos
0,4 x1000/pl [0,3-0,9 x1000/ul], Eosindfilos 0,1 x1000/ul [0-
0,5 x1000/ul], Basdfilos 0 x1000/ul [0-0,1 x1000/ul].

3.2 Bioquimica:

Creatinina 1,05 mg/dL [0,70-1,20 mg/dL], Sodio 139 mEq/L
[136-145 mEqg/L], Potasio 4,19 mEg/L [3,50-5,10 mEq/L],
Cloro 102 mEq/L [98-107 mEg/L], Proteinas Totales 6.4 g/dL
[6,4-8,3 g/dL], Albdmina 4,3 g/dL, [3,5-5 g/dL], ALT (GPT) 81
U/L [5-45 U/L], AST (GOT) 52 U/L [5-33 U/L], Gamma-GT 16

U/L [8-61 U/L], Fosfatasa Alcalina 63 U/L [40-130 U/L], LDH
650 U/L [135-225 U/L], Bilirrubina 5,4 mg/dL [0,2-1 mg/dL],
Proteina C Reactiva 0,18 mg/dL [0,10-0,50 mg/dL].

3.3 Coagulacioén:

Actividad de Protrombina 93% [75-140 %], Tiempo de
Protrombina 12 s [9,7-13,9 s], INR 1,05 [0,80-1,20], TTPa 32
s [26-39 s].

Ante la presencia de anemia y trombopenia marcada con
datos de hemdlisis (aumento de reticulocitos, bilirrubina y
LDH) se sospeché la presencia de una anemia hemolitica
microangiopéatica.

Se realiz6 un frotis de sangre periférica de forma urgente en
el que se evidenci6 la presencia de esquistocitos (5-6
esquistocitos por campo de gran aumento), sin otras
alteraciones resefiables.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES
4.1 Pdrpura Trombdtica Trombocitopénica (PTT):

Por su gravedad y la urgencia que requiere el tratamiento es
la primera entidad a descartar. Es la mas frecuente en
adultos y suele presentar afectacion neuroldgica.

4.2 Sindrome Hemolitico Urémico (SHU):

Mas comun en nifios. Es secundaria a la liberacion de toxinas
producidas por ciertos microorganismos (Escherichia coli
0157:H7 y Shigella dyenteriae), por lo que se suele
identificar un antecedente de infeccion abdominal con cuadro
diarreico. Las toxinas producen dafio en el endotelio renal, lo
gue conduce a un estado protrombético local. En el cuadro
clinico suele predominar la afectacion renal y el curso suele
ser autolimitado.

4.3 Sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa):

Se debe a defectos en la regulacion de la via alternativa del
complemento. Puede ser de origen primario (genético o por
con autoanticuerpos), o secundario (en contexto de
enfermedades autoinmunes, infecciones, determinados
farmacos, etc.). Predomina la afectacion renal en forma de
insuficiencia renal, proteinuria generalmente subnefrotica y
microhematuria, asi como la hipertensién arterial.

4.4 Sindrome de Evans:

Cuadro consistente en anemia hemolitica y trombopenia de
origen inmune. Suele presentar un test de Coombs positivo.
Puede presentar un factor desencadenante. Las
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manifestaciones clinicas suelen estar  derivadas

exclusivamente de la presencia de citopenias.
4.5 Coagulacion Intravascular Diseminada (CID):

Cursa con una activacion incontrolada de la circulacion que
conduce a la formacién de microtrombos de forma
diseminada. Produce alteracién en los tiempos de
coagulacién por consumo de factores. La afectacion renal es
frecuente en el curso de la enfermedad, pero la afectacion
neuroldgica es poco comun.

4.6 Preeclampsia:

Se da en gestantes y cursa con hipertension arterial,
proteinuria y edemas periféricos. En casos graves pueden
aparecer datos de microangiopatia trombética.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Al presentar el paciente una clinica neuroldgica compatible
con obstruccion de gran vaso, se realizaron pruebas de
neuroimagen (TC craneal y angio-TC urgentes), en las que
no se evidenciaron datos de sangrado intracraneal ni
oclusion de grandes vasos.

Asi mismo, con el fin de descartar un Sindrome de Evans se
solicitd un test de Coombs directo que resulté negativo.

Dada la clinica y los hallazgos de laboratorio, el paciente
presentaba una alta sospecha clinica para PTT, por lo que
se inici6 tratamiento de forma urgente mediante
plasmaféresis con reposicion con plasma fresco congelado y
corticoterapia con metilprednisolona a dosis de 1,5 mg/kg.
Previamente a la realizacion de la plasmaféresis se
extrajeron muestras para la determinacién de actividad de
ADAMTS13, asi como la existencia de anticuerpos dirigidos
contra ella.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

En menos de 24 horas se dispuso del resultado de la
actividad de ADAMTS13, siendo esta del 0% con la deteccion
de anticuerpos inhibidores a alto titulo. Con estos resultados
quedd confirmado el diagnéstico de PTT adquirida y se
decidi6 la adicion al tratamiento de rituximab y caplacizumab,
que recibid sin la aparicion de efectos adversos.

Se realizé ademas un despistaje de enfermedades
subyacentes (autoimunes, infecciosas, tumorales...) sin
producirse ningun hallazgo patoldgico.

7. EVOLUCION

El paciente present6 una evolucién clinica favorable, con
recuperacion completa de los déficits neuroldgicos y de los
recuentos en sangre periférica, lo que permitié espaciar y
finalmente cesar las sesiones de plasmaféresis, y descender
de forma paulatina la dosis de corticoides hasta su
suspension. Recibié un total de 4 dosis de rituximab y
caplacizumab durante 60 dias. Como efecto adverso del
tratamiento, el paciente presentd un cuadro urticariforme con
aparicion de lesiones cutaneas eritematosas y pruriginosas
durante una sesidon de plasmaféresis resueltas tras
administracion de dexclorfeniramina y una dosis de

actocortina, y que se interpreté como una posible reaccion al
plasma fresco congelado. Posteriormente se premedicaron
las sesiones con dexclorfeniramina sin reaparicion de esta
sintomatologia.

Actualmente el paciente se encuentra asintomatico en
régimen de seguimiento ambulante y sin ningln tratamiento
activo. Mantiene una respuesta completa y la dltima
determinacion de actividad de ADAMTS13 es del 43,82%,
dentro del rango de normalidad.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La PTT es una enfermedad grave e infrecuente que se
engloba dentro de las MAT, las cuales se caracterizan por
presentar anemia hemolitica microangiopética y trombopenia
secundaria a la formacién de trombos en la microcirculacion,
lo cual conduce a un dafio organico de localizacion e
intensidad variable. Su incidencia se calcula alrededor de 3-
4 casos por 1000000 habitantes por afio.

8.1 Fisiopatologia:

De forma fisiolégica los multimeros de alto peso molecular
del factor de von Willebrand (FvW), que presentan gran
afinidad por las plaquetas, son producidos por el endotelio.
Posteriormente son escindidos sobre la superficie endotelial
por la metaloproteasa ADAMTS13 presente en el plasma, lo
que evita que se liberen a la circulacion.

En la PTT se produce un descenso de la actividad de
ADAMTS13. Existen dos formas segun su origen:

- Adquirida: Mas frecuente y de origen autoinmune. Se
debe a la produccion de autoanticuerpos anti-
ADAMTS13 patoldgicos. A su vez puede ser puede ser
primaria o secundaria a una gran cantidad de
enfermedades autoinmunes, tumorales o infecciosas, o
ser desencadenada por el embarazo o toma de
farmacos.

- Congénita: También llamada sindrome de Upshaw-
Schulman. Se da en pacientes con alteraciones
genéticas en ADAMTS13, lo cual Ocondiciona un déficit
en su actividad. No se detectan anticuerpos inhibidores.

Al descender la actividad de esta metaloproteasa, los
multimeros del FvW inducen la union de plaquetas dando
lugar a la formacién de microtrombos de forma diseminada.

Estos microtrombos obstruyen la microcirculacién induciendo
isquemia tisular y anemia hemolitica microangiopatica.

8.2 Presentacion clinica:

Se suele presentar entre los 30-40 afios y es discretamente
mas frecuente en mujeres (3:2). La presentacion es aguda,
con una evolucion rapida en horas o dias.

Clasicamente la sintomatologia de la PTT se ha resumido en
la péntada de anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia, fiebre, alteraciones neurolégicas y deterioro
de la funcion renal. Los sintomas mas frecuentes se resumen
en la tabla 1.

La PTT es una enfermedad grave que sin el tratamiento
adecuado conduce a la muerte al 90% de los pacientes. Es
considerada una urgencia hematologica, ya que el 50% de
los fallecimientos por esta causa se producen en las primeras
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l
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1

Dafio isquémico de
distintos anganos

Trombopenia con estudio
de coagulacion sin
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sangre periférica

|

Clinica neurologica, deterioro
de |a funcidn renal, sintomas
abdominales...

Figura 1. Fisiopatologia de la PTT. Elaboracion propia.

Neuroldgicos (52-92%)
de conciencia...

Puede ser fluctuante. Cefalea, focalidad neuroldgica, convulsiones, disminucion del nivel

Renales (10-75%) Generalmente leve

Fiebre (24-98%)

Manifestaciones
hemorréagicas
variable)

(frecuencia

Petequias, equimosis, raro epistaxis, metrorragias o sangrado en otras localizaciones

Abdominales
(frecuencia variable)

Nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea

Tabla 1. Manifestaciones clinicas mas frecuentes de la PTT. Adaptado de De la Rubia J et al., 2019.

24 horas. Son frecuentes las recaidas, que se dan en un 30-
50% de los pacientes).

8.3 Hallazgos de laboratorio:
- Analitica basica

Los hallazgos iniciales mas frecuentes son anemia,
trombopenia y elevacion de parametros de hemolisis (LDH y
bilirrubina). Se trata de una anemia regenerativa con
reticulocitos elevados (excepto si existen otras entidades
sobreafiadidas al cuadro que impidan una adecuada
respuesta medular). La trombopenia es frecuentemente
grave. Se debe solicitar asi mismo una coagulacion béasica
con determinacion de fibrinégeno y D dimeros, que en el
caso de la PTT no presentara grandes alteraciones, asi como

un estudio de funcion renal con orina para descartar la
afectacion de este 6rgano.

- Frotis de sangre periférica

Es caracteristica la presencia de esquistocitos. La presencia
de >1 esquistocito por 100 hematies es altamente sugestiva
de MAT.

- Coombs directo
Sera negativo. Util para el diagnéstico diferencial con la

anemia hemolitica autoinmune.

- Determinacion de la actividad de ADAMTS13
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Se realiza en laboratorios de referencia. Niveles inferiores al
5-10% (dependiendo de los niveles de referencia del
laboratorio) aportan la confirmacién diagnéstica del cuadro.

Las técnicas clasicas se basan en la degradacion del FvW
tras enfrentarlo con el plasma a analizar (por ejemplo, con
analisis de los multimeros de alto peso o de la actividad del
FvW). Otros métodos mas modernos utilizan técnicas de
enzimoinmunoanalisis en las que fragmentos del FYW que
contienen el lugar de unién de la ADAMTS13 se conjugan
con marcadores y se enfrentan al plasma problema, tras lo
cual se mide el sustrato restante. Permiten una medicién méas
exacta de la actividad de la ADAMTS13.

- Determinaciéon  de inhibidores  de

ADAMTS13

anticuerpos

La mayoria son de tipo IgG y permiten el diagnéstico
etioldgico. Son positivos en el 90% de las PTT adquiridas.

8.4 Pruebas de neuroimagen:

Indicadas en caso de sospecha de sangrado intracraneal o
trombosis de gran vaso, que pueden aparecer como
complicacion en la presentacion de la enfermedad.

8.5 Tratamiento:

El tratamiento se basa en dos pilares fundamentales: por un
lado, el recambio plasmatico terapéutico (RPT) o
plasmaféresis y por otro, inmunosupresion para eliminacion
del anticuerpo inhibidor.

- RPT:

Con el objetivo de eliminar los anticuerpos ya producidos y
de reponer la proteina deficiente. Debe instaurarse lo antes
posible ya que el retraso aumenta la mortalidad.

- Inmunosupresion:

El fin es la supresion de la produccién de anticuerpos
dirigidos contra la ADAMTS13.

Corticoides: Tratamiento clasico de primera linea.

Rituximab: En estudios recientes se ha demostrado que
disminuye el tiempo hasta la respuesta y la tasa de recaidas,
por lo que se puede considerar junto a los corticoides en
primera linea. También resulta Gtil para el tratamiento de la
PTT refractaria o de las recaidas.

Otros  inmunosupresores:
ciclofosfamida, ciclosporina...
refractariedad o recaida.

azatioprina,  micofenolato,
Utilizados en caso de

- Caplacizumab:

Anticuerpo monoclonal que inhibe la unién del FYW a la
glicoproteina plaquetaria Ib, evitando asi la produccion de
microtrombos. En ensayos clinicos ha demostrado una
disminucion del tiempo hasta la respuesta y disminucion de
la mortalidad relacionada con PTT, recurrencia y eventos
trombéticos (endpoint combinado). Indicado para adultos y
adolescentes a partir de 12 afios con un episodio de PTT
adquirida junto con RPT e inmunosupresion.
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1. INTRODUCCION

Las talasemias son las enfermedades monogénicas mas
frecuentes en la poblacion mundial, en las cuales estan
afectados los genes de las cadenas de globina produciendo
una disminucién o ausencia en la sintesis de una o mas
cadenas de globina. La prevalencia exacta de la a-talasemia
se desconoce debido al infradiagnéstico y al establecimiento
de registros nacionales en solo unos pocos paises, aunque
se ha reportado la prevalencia mas alta en Africa Central,

area del Mediterraneo, Medio Oriente y el sudeste asiatico’
3

La sintesis de las cadenas a-globina esté regulada por cuatro
genes (dos genes HBA1 (a1) y dos genes HBA2 (a2), uno de
ellos por cada alelo) situados cerca del telomero del brazo
corto del cromosoma 16 (16p13.3)*. La afectacion de tres de
estos genes, ya sea por mutaciones deleccionales (- / - a) o
por mutaciones no deleccionales (- / aTa, - / aaT), da como
resultado la enfermedad de la hemoglobina H (Hb H). Esta
entidad se ha categorizado tradicionalmente como una forma
de talasemia intermedia®*. El subtipo no deleccional suele
dar lugar a un fenotipo mas severo caracterizado por una
mayor eritropoyesis ineficaz, causado por una mayor
reduccion en la sintesis de cadenas a. Por lo general, la
primera manifestacion clinica a menudo aparece en forma de
anemia sintomatica asociado a otros episodios concurrentes
como son las infecciones®.

La mayoria de los casos de enfermedad por Hb H son el
resultado de una deleccién del gen de la a-globina en cis (--
/) heredada de uno de los padres, combinada con la
deleccion en el otro alelo de un solo gen (-a /), lo que conduce
a una relacion de desequilibrio del ratio globina a: con la
formacion de Hemoglobina de Bart (y4) y Hb H (4) en el
periodo fetal y posnatal, respectivamente®#5,

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Se trata de una nifia de 6 meses de edad, hija de
progenitores procedentes de Oriente Medio con relacion de
consanguineidad. El embarazo estuvo bien controlado y sin
incidentes, con controles ecograficos prenatales regulares
gue no mostraron anomalias en el desarrollo. El parto fue a
término por cesarea, sin necesidad de ingreso neonatal. Su
peso al nacer fue de 3200 g, con perimetro cefdlico y
fontanela anterior dentro de los pardmetros normales.

2.2 Antecedentes personales:

La paciente no presentaba antecedentes personales
relevantes

2.3 Antecedentes familiares:

Los progenitores no referian antecedentes familiares de
interés.

2.4 Exploracién fisica:

En la exploracion fisica destacaba leve esplenomegalia sin
otros signos de anemia hemolitica como palidez o ictericia.

3. INFORME DEL LABORATORIO

El hemograma de la paciente se realiz6 utilizando un
contador celular automatico (Sysmex XS-1000i®). En la
Tabla 1 se muestran los niveles de hemoglobina, volumen
corpuscular medio (MVC) y hemoglobina corpuscular media
(HCM) de la probando y sus padres. Se objetivo que en todos
ellos los niveles de parametros mencionados estaban
disminuidos en comparacion con la referencia normal. No se
observd ninguna otra citopenia en el hemograma ni
alteraciones significativas en la bioguimica con un perfil
férrico normal.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Para realizar un correcto abordaje de la anemia, se debe
comenzar realizando una exhaustiva y ordenada historia
clinica con antecedentes familiares, personales, habitos
dietéticos, farmacos u otros toxicos, historial de transfusiones
y anamnesis por aparatos. Ademas, es imprescindible
solicitar el recuento de reticulocitos para diferenciar una
anemia regenerativa de arregenerativa. En funcion del VCM,
se establece una clasificacion morfolégica de la anemia en
tres grupos (normocitica, microcitica y macrocitica), la cual
es la mas utilizada para dirigir el diagnostico etiolégico
(Figura 1). En nuestro caso, nos hallamos ante una anemia
microcitica, hipocrémica y con reticulocitosis.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Se realizd6 un analisis HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), mostrando un pico anormal en el tiempo
de retencién de la hemoglobina de Bart del 10,6%, mientras
que la hemoglobina fetal (Hb F), HbAl y HbA2 fueron del
8,9%, 69,9% y 1,5%, respectivamente (Tabla 1, Figura 2). El
nivel de HbA2 del padre fue de 2.5%, siendo mas bajo del
nivel esperado, asi como VCM y HCM. En cuanto a la madre
del probando, tenia anemia microcitica hipocrémica leve con
varios eritrocitos en el rango normal. Por lo tanto, estas
observaciones nos permitieron sospechar que la probando y
su familia tenian un fenotipo de a-talasemia.
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Fe: Hierro; RST: receptor soluble de la transferrina; SMF: sistema mononuclear
fagocitico; TIBC: capacidad total de la fijacién de hierro. Elaboracion propia.

Figura 1. Algoritmo diagndstico de la anemia microcitica

Pardmetros Probando Madre Padre
Hematies (10%2/L) 5.53 4.82 5.23
Hemoglobina (g/dL) 8.3 11.2 12.1
VCM (fl) 47.7 76.2 77.6

HCM (pg) 15 23.1 23.1

ADE (%) 22.8 17.9 13.7
Reticulocitos (10°L) 90.7 56 111.9

Hb A2 (%) 15 2.7 25

Hb F (%) 8.9 0.7 0.9

Hb H (%) 10.6 0 0

VCM: Volumen corpuscular medio; HCM:Hemoglobina corpuscular media; ADE: Amplitud de
distribucion eritrocitaria; Hb F: Hemoglobina fetal; Hb H: Hemoglobina H.

Tabla 1. Pardmetros analiticos mas significativos del paciente y sus progenitores.

Hb H
B
_t/\r\ : <

Time (min.)

1

Calibrated Retention Peak
Axea 5 Area % Time (min) Areca

Figura 2. HPLC de la paciente, en el cual se observa la separacién de las
diferentes hemoglobinas en funcién de su carga eléctrica.
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Figura 3. Frotis de sangre periférica con tincidn supravital, observando un hematie en “pelota de
golf”, con inclusiones intraeritrocitarias correspondientes al precipitado de la Hb H.

En el frotis de sangre periférica, se puede observar en los
hematies una distribucion andémala de la hemoglobina con
abundantes dianocitos. La tincidn con azul de cresil brillante
mostré que mas de un 10% de los eritrocitos presentaban
inclusiones intracorpusculares  correspondientes  al
precipitado de hemoglobina H (preciptados de tetrameros )
(Figura 3), lo que puede dafiar la mem brana e inducir
hemodlisis. Estos cuerpos de inclusion inestables también se
pueden encontrar en la ao-talasemia, aunque en un
porcentaje mucho menor, siendo un hallazgo raro.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

El diagndstico de mutaciones de a-talasemia se puede llevar

a cabo mediante una combinacion de diferentes métodos:
gap-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para las
mutaciones deleccionales mas comunes, MLPA ((multiplex
ligation-dependent probe amplification), tecnologias de
secuenciacion de Ultima generacion como NGS (Next
Generation Sequencing) 0 Sanger para casos con
mutaciones no deleccionales*”.

En nuestro estudio, la deteccion de mutaciones del gen de la
a-globina se llevd a cabo mediante un ensayo basado en
PCR e hibridacién inversa que cubre las 21 mutaciones mas

Proband Mother Famer

prevalentes de la a-globina (a-Globin StripAssay®,
ViennaLab Diagnostics GmbH). El procedimiento de esta
técnica incluye tres pasos: (1) aislamiento de ADN, (2)
amplificacion por PCR usando cebadores biotinilados, (3)
hibridacion de productos de amplificacion con tiras de prueba
gque contienen sondas de oligonucledtidos especificos de
alelo inmovilizados como una matriz de lineas paralelas. Se
realizé un analisis de a-Globin StripAssay® en el paciente y
sus padres, que reveld la presencia de delecién -a3.7 en el
probando y su madre (Figura 4). No se detectaron
mutaciones prevalentes por este método en el padre.
Ademas, se realiz6 un ensayo SALSA® MLPA® P140-
C1HBA (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda), para detectar
mutaciones mas amplias no detectadas con los métodos
anteriores. En el estudio realizado, se detect6 en la paciente
una gran deleccion de aproximadamente 39,1 kb en el grupo
de genes de la a-globina, que también estaba presente en el
padre en heterocigosis (del cual lo hered6) (Figura 5).

La disminucién de la sefial en nuestro probando es
compatible con la existencia de una deleccién -a3.7
combinado con otra deleccion mas amplia (-39.1 kb)
heredada del que implica una pérdida completa de los dos
genes alfa (HBA1y HBAZ2), asi como la pérdida de una copia

- - Red Marker Line (op

Proband  pMother Father

Figura 4. a-Globin StripAssay ® analysis
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Figura 5. Analisis MLPA realizado en la paciente y su padre.

para HBZ, HBQ1 y hemoglobina mu (HBM). En el estudio
realizado por Sanger no se detectaron variantes patogénicas
en los genes HBA1, HBA2 o HBB.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La variabilidad clinica y fenotipica de la enfermedad por HbH
depende de una heterogeneidad genética considerable y del
grado de desequilibrio entre en ratio o/f (el cual en
condiciones normales debe ser igual a 1). Es de esperar que
cuanto mayor sea el nivel de Hb H detectado, mas
probabilidades habra de que el paciente presente un mayor
grado de anemia funcional®. Todos los individuos que
presentan esta enfermedad tienen un grado variable de
anemia, microcitosis e hipocromia. Por ello, es comun
realizar un diagndstico erréneo de anemia ferropénica en los
nifios, iniciando terapias innecesarias que pueden incluso
agravar la sobrecarga de hierro que ya conlleva esta
enfermedad9. Asi mismo, los pacientes con HbH pueden
requerir terapia de transfusion intermitente, especialmente
durante enfermedades intercurrentes como infecciones o
intervenciones invasivas*®°. El consejo genético para parejas
de riesgo debe ser parte de los programas nacionales de
salud publica y debe ofrecerse a parejas con antedecentes
de talasemia.
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1. INTRODUCCION

Las gammapatias monoclonales son un grupo de
alteraciones caracterizadas por la proliferacion de un dnico
clon de células plasmaticas, produciendo una proteina
(inmunoglobulina) conocida como  paraproteina o
componente monoclonal, que puede ser maligna
(produciendo diferentes alteraciones organicas) o, si es
producido por una pequefia expansion clonal, puede no
producir sintomas, aunque en ocasiones, se pueden producir
alteraciones por las caracteristicas de la proteina secretada
(capacidad para aglutinar hematies, produciendo
enfermedad por aglutininas frias; insolubilidad a bajas
temperaturas, produciendo crioglobulinemia, aumento de
viscosidad como en la macroglobulinemia de Waldenstrém,
depésito en tejidos con disfuncién organica como en la
amiloidosis, o neuropatia).

El andlisis para detectar e identificar la presencia de un
componente monoclonal, requiere un método sensible,
rapido y seguro.

2. HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Se trata de un vardn de 65 afios derivado al Hospital 12 de
Octubre para valoracion de opciones terapéuticas por
insuficiencia cardiaca.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:
- Dislipemia.
- Exfumador.

- Miocardiopatia dilatada de origen izquierdo, conocida
desde 2015 tras primer episodio de insuficiencia
cardiaca, objetivandose disfuncion ventricular izquierda
grave. Tras recuperacion de funcién ventricular tras la
optimizacién de tratamiento médico hasta 2018, desde
inicios del afio 2020 presenta empeoramiento de su
clase funcional, pérdida ponderal y de masa molecular,
deterioro de la funcion ventricular y ascitis.

- Enfermedad renal crénica, estadio IlIA. Creatinina basal
1,7 mg/dl.

2.3 Antecedentes familiares:

Cardiopatia dilatada en la madre. Un hermano present6 un
problema cardiaco por lo que tuvo que dejar de realizar
deporte.

2.4 Tratamiento habitual:

- Sacubitril/valsartan 73/77 mg: 1 comprimido cada 12
horas.

- Carvedilol 25 mg: 1 comprimido cada 12 horas.

- Eplerenona 50 mg: 1 comprimido cada 24 horas.

- Atorvastatina 80 mg: 1 comprimido cada 24 horas.

- Furosemida 40 mg: 1 comprimido cada 8 horas.

- Tamsulosina 0,4 mg: 1 comprimido cada 24 horas.
2.5 Enfermedad actual:

Varon de 65 afios, dislipémico, exfumador, con una
miocardiopatia dilatada de origen incierto, conocida desde
2015 tras un primer episodio, donde se objetiva disfuncién
ventricular izquierda grave. Tras recuperacién de funcion
ventricular tras la optimizacion de tratamiento médico hasta
2018, posteriormente y desde inicios del afio 2020 presenta
empeoramiento de su clase funcional, pérdida ponderal y de
masa muscular, deterioro de la funcion ventricular y ascitis.
Se deriva al Hospital 12 de Octubre para valoracion de
opciones terapéuticas, siendo diagnosticado de mieloma
multiple.

2.6 Exploracion fisica:

Constantes vitales: tensién arterial 104/60 mmHg, FC 69 Ipm,
temperatura 36,2 °C, saturacion basal de oxigeno 100%.

Consciente, alerta, orientado. Caquéctico. Normohidratado,
normocoloreado, eupneico en reposo, con buen relleno
capilar distal.

Cabeza y cuello: insuficiencia venosa yugular hasta angulo
mandibular.

Térax: auscultacion cardiaca ritmica, con soplo sistolico en
foco mitral 4/6; auscultacion pulmonar con murmullo
vesicular conservado.

Abdomen en batracio, blando, depresible, no doloroso a la
palpacién, con matidez cambiante y sin signos de irritacion
peritoneal.

Extremidades inferiores: no edemas ni signhos de trombosis
venosa profunda.
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BIOQUIMICA

HEMOGRAMA

Glucosa 187 mg/dL [ 70 - 110 ] *

Hematies 2.38 xmill/ul [ 4.20 - 5.60 ] *

Creatinina 1.77 mg/dL [ 0.70 - 1.20 ] *

Hemoglobina 8.0 g/dL [ 13.0 - 16.8] *

Filtrado Glom. (CKD-EPI) 39 ml/min/1.73m2 [>=60] *

Hematocrito 24.0 % [ 39.1 - 49.7 1 *

Proteinas Totales 8.4g/dL[6.4-8.3]*

VCM 100.9fI[82.5-97.9]*

NT-proBNP 10286 pg/mL [ <= 125]*

HCM 33.7 pg[27.5-33.5]*

HEMOSTASIA

CHCM 33.4 g/dL [ 32.6 - 35.0]

Actividad de Protrombina 97 % [ 75 - 140 ]

RDW 186 % [12.0-14.6]*

TTPa25s[26-39]*

Plaquetas 147 x1000/ul [ 140 - 450]

Leucocitos 3.8 x1000/pl [ 4.0 - 11.3] *

Neutrofilos 2.3 x1000/pl [ 1.8 - 7.4 ]

Linfocitos 1.0 x1000/pl [ 1.2 -4.0] *

Tabla 1. Analitica al comienzo del ingreso. Entre corchetes los valores de referencia del laboratorio, y con

asterisco aquellos valores alterados.

Figura 1. Electroforesis en suero. Se observa la presencia

de banda monoclonal en gamma.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica realizada al comienzo del ingreso (Tabla 1)
destacaba, sobre todo, el deterioro de la funcion renal, ya
conocido previamente, aunque con un leve deterioro
respecto a las analiticas previas, asi como una elevacién
importante de NT-proBNP y anemia macrocitica. En la
siguiente analitica (Tabla 2) se objetivd un importante
deterioro de la funcién renal respecto a la previa, asi como
una considerable proteinuria aparentemente no selectiva, asi
como un escaso rendimiento transfusional,

dado que la hemoglobina se mantenia en cifras similares a
las previas. Dias después, cuando se conocio el resultado de
la electroforesis e inmunofijacion en suero y orina (Tabla 2,
Figura 1), se objetivd la presencia de banda monoclonal en
IgG (2,08 g/dL) y en cadenas ligeras kappa (33,34 g/dL), con
un indice Kappa/Lambda Libre 4976,29, por lo que, ante la
sospecha de mieloma multiple, se solicité estudio de médula
Osea.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Las patologias hematoldgicas relacionadas con las células
plasmaticas son un grupo heterogéneo que incluye (Tabla 3):

- Gammapatia monoclonal de significado incierto: es una
proliferacion clonal asintomatica y premaligna, que
afecta al 1-2% de la poblacion.

- Mieloma mdltiple: se debe sospechar en caso de la
presencia de anemia, hipercalcemia, insuficiencia renal,
fracturas o lesiones 6seas liticas, asi como aumento de
proteinas en suero o la presencia de una paraproteina
monoclonal el suero u orina.

- Macroglobulinemia de Waldenstrém: es una neoplasia
de células B (células linfoplasmociticas y células
plasmaticas) en médula ésea y otros tejidos, mucho
menos frecuente que el mieloma multiple.

- Amiloidosis de cadenas ligeras (amiloidosis AL): supone
el depdsito tisular de fibras de cadenas ligeras
monoclonales, y puede presentarse de forma aislada o
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BIOQUIMICA URINARIA

EEF SUERO

Diuresis 2000 mL

Albtimina (EEF) 42.2 % [ 49.6 - 64.6 ] *

Aclaramiento de Creatinina 83.7 ml/min [ 71.0 - 151.0 ]

Alfa145%([3.6-8.0]

Creatinina (orina 24h) 183.78 mg/dL

Alfa2829%[6.3-11.4]

Proteinas (orina 24h) 2.670 g/L [ <=0.060] *

Beta 17.5%[5.9- 14.3]*

Proteinuria 24 h. 5.34 g/24h [ <=0.14] *

Gamma 27.6 %[ 10.7 - 19.4] *

AlbUmina (orina 24h) 6.9 mg/dL[0.3-2.0]*

Albimina/Globulina0.7[1.2-1.9]*

Albuminuria 24 h. 137.7 mg/24h [ <=30.0] *

Banda M. en Beta-2 0.79 g/dL

Calcio (orina 24h) 1.4 mg/dL [ 6.8-21.0] *

Banda M. en Beta-2. % 10.0 %

Calcio en orina de 24 h 28 mg/24h [ 100 - 320 ] *

Banda M. en Gamma 2.08 g/dL

INMUNOGLOBULINAS

Banda M. en Gamma % 26.3 %

IgG 2110 mg/dL [ 700 - 1600 ] *

Comentario (EEF): Banda monoclonal

IgA <27.9 mg/dL [ 70 - 400 ]

INMUNOFIJACION SUERO

IgM <18.8 mg/dL [ 40 - 230 ]

1gG: Banda monoclonal

CADENAS LIGERAS LIBRES

IgA: No se observan bandas

Kappa libre (suero) 33390.9 mg/L[3.3-19.4]*

IgM: No se observan bandas

Lambda libre (suero) 6.7 mg/L [ 5.7 - 26.3]

Kappa: Banda monoclonal

indice Kappa/Lambda Libre 4976.29 [ 0.26 - 1.65 ] **

Lambda: No se observan bandas

Informe Inmuno Fijacion: Paraproteina IgG Kappa.

Tabla 2. Analitica posterior, con estudio de proteinas en suero y orina.

asociada a una gammapatia monoclonal de significado
incierto, mieloma mdultiple o macroglobulinemia de
Waldenstrom. Presenta afectacion renal en un 70% de
los casos (proteinuria asintomatica, sindrome nefrético)
y cardiaca en un 60% (miocardiopatia restrictiva o
arritmias).

- Sindrome POEMS: responde al acréonimo de
polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, proteina
monoclonal y cambios cutdneos, y uno de sus criterios
diagnosticos obligatorios es la presencia de un trastorno
monoclonal de células plasmaticas, sobre todo con
restriccion lambda.

Dados los datos clinicos y analiticos del paciente, los
diagnosticos mas probables en este caso eran mieloma
multiple y amiloidosis AL.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Durante el ingreso, el paciente presenté deterioro clinico y
analitico (funcion renal), por lo que ante datos de bajo gasto,
fracaso renal agudo e hipertension pulmonar postcapilar con
gradiente transpulmonar de 19 mmHg se decidid iniciar
inotropicos  (dobutamina), reajustando el resto del
tratamiento.

Se realizaron pruebas de imagen:

- Radiografia de térax (al ingreso): cardiomegalia a
expensas de ventriculo y auricula derechos. Senos
costofrénicos libres. Sin infiltrados (figura 2).

- Ecocardiografia transtoracica (al ingreso): disfuncion
sistélica del ventriculo izquierdo leve. Disfuncion
sistolica del ventriculo derecho. Dilatacion del ventriculo
derecho. Insuficiencia mitral e insuficiencia tricuspide
severas.

Ante la importante afectacion cardiaca, se planted la
posibilidad diagnoéstica de amiloidosis AL, pero no se pudo
realizar resonancia magnética cardiaca dada la inestabilidad
del paciente y el deterioro de la funcion renal.

Se realiz6 aspirado de médula 6sea:

- Citologia: Médula ésea con infiltracion masiva (80%) por
células plasmaticas patolégicas, diagnéstica de mieloma
multiple (figura 3).

- Citometria de flujo: infiltracion de médula ésea por un
45% de células plasmaticas, el 100% de ellas con
inmunofenotipo patoldgico (CD38+d, CD138+, CDA45-,
CD19-, CD56+, CD117+, CD27+d, CD81+d), compatible
con mieloma multiple.
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Citogenética: el estudio se realiz6 en células CD138, y 6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO
quedo definido por la presencia de tres copias para 1q

(85%), tres copias para el gen de ciclina D1 (80%) y

delecién de 13q (20%), asi como un clon de baja

incidencia con del(17p) en el 10%, teniendo valor

pronostico por encima del 20%, por lo que

corresponderia con un mieloma mdultiple de riesgo

estandar-alto.

Gammapatia monoclonal de significado incierto

Requieren los 3 criterios siguientes:
- Componente monoclonal (CM) (IgG, IgA o IgM) en suero < 3 g/dL.
- Células plasmaticas (CP) clonales en médula 6sea (MO) <10%.

- Sin evidencia de dafio organico atribuible a la neoplasia de CP (CRAB).

Mieloma multiple

Requiere 210% de CP clonales en MO o una biopsia diagnéstica de plasmocitoma (6seo o extramedular) y 1 o mas de los
siguientes criterios:

Dafio Organico Atribuible al Mieloma (CRAB):
- Hipercalcemia: calcio sérico 21 mg/dL (=0.25 mmol/L) del limite superior de la normalidad o 211 mg/dL (=2.75 mmol/L)
- Insuficiencia renal: aclaramiento de creatinina <40 mL/min y/o creatinina sérica 22 mg/dL (2177 pmol/L).
- Anemia: Hb <10 g/dL o >2 g/dL por debajo del limite inferior de la normalidad.
- Lesiones 6seas: una o mas lesiones osteoliticas 25mm en TAC, PET-TAC o Rx convencional.
Uno o mas de estos marcadores (incluso en ausencia de CRAB):
- CPclonales en MO = 60%
- CLL en suero alterada: no alterada 2100 (ademas la CLL alterada debe ser 2100 mg/L).

- Presencia de >1 lesion focal 25 mm en RMN

Mieloma multiple indolente

Requiere los 2 siguientes criterios:
- CMen suero (IgG or IgA) = 3 g/dL y/o CM en orina 2500 mg en 24 y/o CP en MO entre 10-60%

- Sin evidencia de dafio organico atribuible a la neoplasia de CP (CRAB) ni de amiloidosis

Macroglobulinemia de Waldenstrom

- Proteina monoclonal IgM en suero (en cualquier cantidad)

- Afectacion de médula 6sea por un infiltrado intertrabecular en cualquier cantidad de linfocitos pequefios, formas
linfoplasmocitoides y células plasméaticas

- Las células linfociticas expresan IgM de superficie, CD19, CD20 y CD22. Las células plasmociticas expresan CD38
y CD138.

Amiloidosis AL

- Presencia de algan sindrome sistémico relacionado con amiloide
- Tincidn positiva rojo-Congo en cualquier tejido
- Evidencia de que el amiloide se relaciona con cadenas ligeras con espectrometria o microscopia de electrones

- Evidencia de trastorno monoclonal de células plasmaticas

Tabla 3. Criterios diagndsticos de las principales patologias relacionadas con células plasmaticas.
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Figura 2. Radiografia de térax al ingreso, en la que se

observa cardiomegalia.

Figura 3. Extension de médula ésea, en la que se observa infiltracion por células plasmaticas
patoldgicas (pérdida de cromatina en rueda de carro, anisocitosis, algunas células binucleadas).

El diagnostico definitivo fue mieloma miltiple de cadenas
ligeras kappa, ISS-lll, ISS-R-Ill, cumpliendo criterios
diagndsticos: méas de 60% de células plasmaticas clonales
en médula 6sea, insuficiencia renal y anemia.

7. EVOLUCION

tratamiento inicialmente con bortezomib y dexametasona, sin
poder emplear al comienzo del tratamiento lenalidomida
dado el deterioro de la funcién renal, aunque se pudo
introducir dos semanas después. Durante los primeros dias
de tratamiento, el paciente mantuvo su inestabilidad,
presentando practicamente una situacion de anasarca y
oligoanuria, precisando ademas de inotrépicos por parte de
Cardiologia, con uso de hemofiltro (con filtro High cut-off para
intentar depuracion de cadenas ligeras) con seguimiento por
Nefrologia. Durante el ingreso presento otras complicaciones
como sindrome febril (sin aislamientos microbiolégicos, por
lo que recibié antibioterapia de amplio espectro) o heces
melénicas (hemorragia digestiva alta autolimitada, sin
inestabilidad hemodindmica y con escasa repercusion
analitica). Al alta presentaba recuperacion completa de su
funcioén renal. Se realizé de forma ambulatoria la resonancia
magnética cardiaca, que como conclusiébn mostraba

hallazgos compatibles con miocardiopatia dilatada que no
sugiere etiologia infiltrativa.

Tras tres ciclos de tratamiento, el paciente presentaba muy
buena respuesta parcial y, dada su comorbilidad cardiaca, el

paciente esta en seguimiento con Cardiologia para plantear
un posible trasplante cardiaco si obtiene remisién completa
de su mieloma, no siendo candidato a trasplante aut6logo de
médula dsea por esta comorbilidad. Tras presentar el caso
en el Comit¢ de Mieloma Mdltiple y Gammapatias
Monoclonales, se decidié afiadir al esquema de tratamiento
(bortezomib, lenalidomida, dexametasona) tratamiento con
daratumumab, un farmaco anti-CD38.

Tras recibir un total de 8 ciclos (el primero con bortezomib y
dexametasona, afiadiendo lenalidomida desde el 2° ciclo y
daratumumab desde el 4° ciclo) y, ante la anemizacién del
paciente, se decidié retirar bortezomib, manteniendo los
otros tres fArmacos, recibiendo hasta el momento un total de
11 ciclos de tratamiento, actualmente esta con enfermedad
estable (presentando en la Ultima analitica cadenas ligeras
kappa libres 86,4 mg/l; lambda libre 6 mg/l; y dos bandas
monoclonales en gamma de 0,11 g/dl y 0,10 g/dl).
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8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El mieloma multiple es una neoplasia que se caracteriza por
la proliferacién de células plasmaticas que producen una
inmunoglobulina monoclonal. Estas células proliferan en la
médula 6sea y pueden producir destruccién ésea, con
osteopenia, lesiones osteoliticas o fracturas patoldgicas. En
Espafia se diagnostican entre 2.500 y 3.000 casos al afio.

Al diagndstico es necesaria la realizacion de hemograma y
frotis de sangre periférica y bioquimica.

El andlisis de la presencia de componente monoclonal en
suero se realiza tradicionalmente empleando técnicas
electroforéticas, con pruebas adicionales para cuantificacion
de la proteina y para determinar si la proteina es monoclonal.

- Electroforesis de proteinas en suero: es un
procedimiento barato, facil, habitualmente realizado en
gel de agarosa; se puede cuantificar la proteina
empleando un trazado del densitometro del gel.
También se puede realizar mediante electroforesis
capilar de zona. Mediante estas técnicas, las proteinas
se clasifican en cinco regiones: albumina, alfa-1, alfa-2,
beta y gamma (en esta Ultima se encuentran las
inmunoglobulinas  habitualmente, aunque también
podrian localizarse en beta-gamma, beta o incluso en
alfa-2. Ante la sospecha de gammapatia monoclonal, se
debe realizar inmunofijacién. Es importante tener en
cuenta que algunos anticuerpos monoclonales
empleados en el tratamiento del mieloma multiple, como
el daratumumab, son anticuerpos monoclonales
humanos IgG kappa, detectables mediante esta técnica
(se ha desarrollado alguna prueba de electroforesis con
inmunofijacion especifica que permite la diferenciacion
entre la 1IgG de daratumumab y la IgG nativa).

- Inmunofijacion en suero: es fundamental para
diferenciar si las inmunoglobulinas son monoclonales o
policlonales. En la inmunofijacion tradicional, el suero
del paciente se pone en cinco bandas y tras la
separacion de las proteinas séricas, en cada muestra se
emplea un anticuerpo monoespecifico (tres con cadenas
pesadas y dos con cadenas ligeras); se permite la
precipitacion de proteinas (complejo antigeno-
anticuerpo), seguido del lavado de las proteinas no
precipitadas y seguido de la tincion del
inmunoprecipitado que queda. La inmunosustraccion es
un procedimiento alternativo; se realiza electroforesis
capilar antes y después de incubar la muestra con bolas
de sefarosa recubiertas con anticuerpos; los cambios
resultantes en el patron electroforético permiten la
identificacion del componente monoclonal.

- Cadenas ligeras libres en suero: es una prueba basada
en anticuerpos para detectar bajas concentraciones de
cadenas ligeras libres monoclonales (kappa o lambda),
util en aquellos pacientes con mieloma multiple que sélo
produce proteina de Bence-Jones, ya que en ocasiones
las técnicas rutinarias de inmunofijacién no detectan la
proteina de Bence-Jones si esta presente en pequefias
cantidades, lo que puede retrasar el diagndstico;
ademas en pacientes con mieloma de cadenas ligeras,
las proteinas totales en suero pueden ser normales o

incluso bajas (a menudo los niveles de cadenas pesadas
de inmunoglubulinas estan suprimidas).

-  Espectrometria de masas: es un método cuyo uso adn
no esta generalizado que emplea la medida de masa
molecular de alta resolucién para identificar y clasificar
la proteina monoclonal en el suero. Podria ser el
sustituto natural de la inmunofijacién, y es un método
capaz de distinguir entre la proteina monoclonal
enddgena y anticuerpos monoclonales terapéuticos?.

-  Electroforesis de proteinas en orina de 24 horas: es el
método analogo a la electoforesis en suero.

- Inmunofijacion en orina: el método analogo a la
inmunofijacion en orina.

Al diagnéstico es necesario realizar una prueba de imagen
(TAC de cuerpo entero de baja dosis, PET-TC, RMN de
cuerpo entero o de columna y pelvis, serie 6sea), asi como
estudio de médula 6sea incluyendo inmunofenotipo y FISH
(realizando estudio de del (17/17p), t(4;14), t(11;14), t(14;16),
+1q, 1p).

En aquellos pacientes candidatos a trasplante, el esquema
habitual consta de induccion (con inhibidor del proteasoma -
el mas empleado es bortezomib-, un inmunomodulador -el
méas empleado es lenalidomida- y corticoide), seguido de
trasplante acondicionado con melfalan.

En el caso de este paciente, no candidato a trasplante por su
cardiopatia severa, se decidié iniciar tratamiento con
bortezomib y dexametasona, sin la posibilidad de afiadir
lenalidomida inicialmente por el deterioro de la funcién renal.
Aunque es una combinacién todavia no financiada en
pacientes no candidatos a trasplante, si aparece como una
de las opciones a valorar en pacientes considerados “fit”,
planteando la posibilidad de continuar con lenalidomida de
mantenimiento tras 9 ciclos de la triple combinacion?.

Respecto al seguimiento de la respuesta de la enfermedad,
los resultados obtenidos al diagndstico definen qué pruebas
hay que realizar en las reevaluaciones.
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1. INTRODUCCION

La pancitopenia es un motivo frecuente de consulta al
servicio de Hematologia, y su etiologia es diversa. La causa
puede ser periférica (en general, relacionada con
hiperesplenismo, infecciones y enfermedades autoinmunes)
o central (infiltracion medular, mielofibrosis, aplasia,
sindromes mielodisplasicos o estados carenciales). Ademas
de una detallada historia clinica y exploracion fisica, resulta
importante realizar un abordaje a través de pruebas
analiticas bésicas (sobre todo hemograma y bioquimica) y
pruebas mas especializadas, en las que tiene un papel
fundamental la extension de sangre periférica y el estudio de
médula 6sea (a través de la citomorfologia, la citometria de
flujo, la citogenética, la biologia molecular y la anatomia
patolégica).

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Se trata de un varon de 83 afios que acude a Urgencias por
astenia.

2.2 Antecedentes personales:

Entre los antecedentes personales destacan:

- Hipertension arterial, hipercolesterolemia en tratamiento
farmacoldgico, no diabetes mellitus. Obesidad.

- Ulcus duodenal, con hemorragia digestiva alta, en
relacién a consumo por AINEs.

- Neoplasia de sigma, diagnosticada en 2015, pT4N2M1,
tratada con cirugia, con quimioterapia coadyuvante (12
ciclos). En 2016 precisé lingulectomia por metéstasis
pulmonar, asi como segmentectomia atipica por nédulo
fibrético.

- Queratosis actinicas, en tratamiento con crioterapia.
2.3 Antecedentes familiares:

El paciente tiene madre y hermano diagnosticados de
leucemia (sin especificar mas datos) a los 56 y 40 afios,
respectivamente, y un hermano diagnosticado de
adenocarcinoma de colon a los 80 afios.

2.4 Enfermedad actual:

El paciente acudié a su médico de Atencion Primaria por
presentar astenia de 15 dias de evolucién, sin fiebre, ni
sudoracion nocturna sin pérdida de apetito, aunque con leve
pérdida de peso en los (ltimos meses que no sabe
cuantificar. No presentaba dolor a ningun nivel. No habia
introducido nueva medicacion recientemente. No presentaba

sangrados espontaneos. El médico de Atencion Primaria
solicité una analitica en la que se objetivaba pancitopenia.

2.5 Exploracién fisica:

A la exploracién, el paciente estaba estable
hemodinamicamente (tension arterial 157/45 mmHg,
frecuencia cardiaca 90 Ipm, saturacion basal de oxigeno
98%, temperatura 36,2 °C), con buen estado general,
eupneico, normoperfundido y normohidratado pero con
palidez mucocutanea. No presentaba adenopatias
cervicales, supraclaviculares, axilares o inguinales. La
auscultacion cardiaca era ritmica, sin soplos, y a la
auscultacion pulmonar presentaba murmullo vesicular
conservado sin ruidos sobreafadidos. No hubo hallazgos en
la exploracion abdominal y el paciente no presentaba
edemas ni signos de trombosis venosa profunda.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica destacaba pancitopenia (con una
hemoglobina de 8,6 g/dL, 34.000 plaquetas/uL y O
neutrdfilos/pL); la funcién renal y el perfil hepatico estaban
dentro de la normalidad, incluyendo la LDH (196 U/L), y sin
elevacion de reactantes de fase aguda (Proteina C Reactiva
0.24 mg/dL). No presentaba alteraciones en la coagulacion.
En el frotis de sangre periférica presentaba rasgos de
diseritropoyesis (Tabla 1) (Figura 1).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES
La etiologia de la pancitopenia es diversa:
- Mecanismo periférico:

e Hiperesplenismo.

e Infecciones: sepsis, fiebre tifoidea, legionelosis,
fiebre Q, virus.

e Autoinmunes: conectivopatias (lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide).

- Mecanismo central:

e Enfermedad medular primaria: leucemia aguda,
sindromes mielodisplasicos, mieloma mudiltiple,
anemia megaloblastica grave, sindrome
hemofagocitico, hemoglobinuria paroxistica
nocturna, mielofibrosis, necrosis medular,
osteopetrosis.

e Infiltracién medular: sarcoidosis, infecciones,
linfomas, metéastasis de tumores soélidos.
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FROTIS EN SANGRE PERIFERICA:

Segmentados 12 %, Linfocitos 84 %, Eosinofilos 3 %, Blastos 1 %, Normoblastos 1 n/100 Leu.

Serie roja: Anisopoiquilocitosis con hipocromia y predominio de eliptocitos y dacriocitos. <1 esquistocito/campo. 1
eritroblasto por cada 100 células nucleadas. Eritroblastos con defectos de hemoglobinizacién. Serie blanca: Leucopenia
confirmada, con algunos neutréfilos hipogranulados y otros con refuerzo de la granulacion, bien segmentados. Linfocitos
polimorfos, algunos de aspecto activado. Se observa un 1% de blastos de habito mieloide. Serie plaquetar: Anisotrombia

con algunas plaquetas de gran tamafio e hipogranuladas. No se observan agregados.

Conclusién: Pancitopenia confirmada. Rasgos de diseritropoyesis sin poder descartar componente carencial. Sugestivo de
sindrome mielodisplasico, sin poder descartar infiltracién medular por tumor sélido. Se recomienda solicitar estudio de
médula ésea.

Tabla 1. Principales hallazgos en frotis de sangre periférica.

Figura 1. Extension de sangre periférica. En la imagen superior izquierda se observa un blasto de mediano
tamafio, mieloide. En imagen inferior se observa un eritroblasto ortocromético con defectos de
hemoglobinizacion.

e Aplasia medular.
e Oftros: alcohol, desnutricion.

En este paciente, teniendo en cuenta sus antecedentes
personales, las alteraciones analiticas y las alteraciones
morfoldgicas objetivadas en el frotis de sangre periférica, los
diagndsticos mas probables eran dos: sindrome
mielodisplasico o infiltracion de la médula 6sea por un tumor
sélido.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Durante el ingreso, el paciente presentdé PCR positiva para
SARS-CoV-2 (aunque con un Ct > 35). No se objetivd
neumonia durante el ingreso. Se realiz6 ademas TC de térax-
abdomen-pelvis, objetivandose nédulos pulmonares
puntiformes subpleurales inespecificos en la pirdmide basal
del LID que no se apreciaban en TAC previa de octubre de

2020, placa de ateroma calcificadas en aorta abdominal y
vasos iliacos.

5.1 Estudio de médula 6sea:
Se realiz6 aspirado y biopsia de médula 6sea.
- Citologia:

Médula 6sea hipercelular, con grasa disminuida. Formas
hipolobuladas y monolobuladas. Megacariocitos
asincronicos (nucleo maduro, citoplasma hialino, nuacleos
dispersos).

Serie blanca (28%) con rasgos de disgranulopoyesis en el
48% de los elementos. Alteraciones de segmentacion
nuclear (pseudo-pelguer) hiposegmentacion e
hipogranulacion.  Condensacién cromatinica anormal.
Monocitos (1%). Linfocitos (4%) de aspecto maduro.

Serie eritroide (57%) de predominio poliortocromético con
rasgos displasicos significativos, asincronismo madurativo,
cromatina perlada, nucleo irregular, elementos binucleados.
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Blastos (9%): de mediano tamafio, agranulares, cromatina
laxa, presencia de nucléolo visible, citoplasma basdfilo.

Células plasmaticas (2%) sin atipias. Sideroblastos tipo 1:
45%. Sideroblastos tipo 2: 5 %. Sideroblastos en anillo: 1%.

Compatible con sindrome mielodisplasico con displasia
multilinea y exceso de blastos tipo 1 (9%). (Figura 2).

- Citogenética:

Se objetivd cariotipo derivativo obtenido de todas las
alteraciones en al menos tres metafases: 45~56, XY, +1,

del(5q), +6, dic(7;17)(g?;p12), -7, +8, +8, +9, +9, +11, -13, -
15, +18, +20, +21, +22[cp20]. Como marcadores de
significado clinico incluye: delecién 5q [90%] y monosomia 5
[10%)], del(7g) [50%] y monosomia 7 [10%], del(17p)/gen
TP53[70%)] y trisomia y tetrasomia de cromosoma 8. Por
FISH se confirmo la delecion de 17p/TP53[70%]. (Figura 3).

5.2 Biologia Molecular:

No se detectaron mutaciones de IDH1, IDH2 ni DNMT3A
(estudio inicial que se realiza en pacientes con sindrome
mielodisplasico). Se realiz6 estudio de NGS (panel mieloide),

Figura 2. Extension de médula ésea. Las tres primeras imagenes corresponden a la tincion May-
Griinwald Giemsa, observandose una médula 6sea hipercelular para la edad del paciente, con
displasia en las tres series y algunas células blasticas. La ultima imagen corresponde a la tincién de
Perls, realizada para descartar la presencia de sideroblastos en anillo.
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Figura 3. Cariotipo del paciente. Se observa la representacion del cariotipo de dos
metafases. Servicio de Genética, Hospital 12 de Octubre.
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detectandose mutaciones en los genes TP53, TET2 y
CSF3R:

- Gen TP53. Frecuencia alélica 30.17%. Se detecta una
variante descrita en tumores del tracto urinario, de mama
y digestivos. Deletérea para la proteina. De
caracteristicas patogénica.

- Gen TP53. Frecuencia alélica 69.57%. Se detecta una
variante descrita en sindromes mielodisplasicos,
leucemia mieloide aguda y tumores digestivos.
Deletéreo para la proteina. De caracteristicas
patogénica.

- Gen TET2. Frecuencia alélica 20.45%. Se detecta una
variante no descrita previamente en bases de datos de
pacientes con cancer o en bases de datos
poblacionales. De significado probablemente
patogénico.

- Gen CSF3R. Frecuencia alélica 59.16%. Se una
variante descrita en leucemia mielomonocitica cronica.
Presente en bases poblacionales con una frecuencia de
0.6%. No deletérea en la mayoria de los predictores. De
significado incierto vs probablemente benigna.

Se han detectado variantes patogénicas y probablemente
patogénicas que apoyan el diagndstico de SMD, si se
cumplen otros criterios. La presencia de las variantes
patogénicas en TP53 confiere prondstico adverso en SMD.

5.3 Anatomia Patoldgica:

- Cilindro de médula ésea con tres grandes espacios
medulares y una celularidad del 70%. Las tres lineas
hematopoyéticas estan presentes. Los precursores
granulociticos estan marcadamente desviados a la
izquierda, observandose aislados elementos
segmentados. Los precursores eritroides también estan
desviados a la izquierda, y muestran irregularidades
nucleares y se observan formas terminales. Los
megacariocitos son predominantemente de pequefio
tamano, monolobulados y se observan
micromegacariocitos. Se  observan  ocasionales
pequefios linfocitos dispersos y células plasmaticas de

aspecto maduro dispersas. La tincion de plata no revela
fibrosis reticulinica significativa (grado 0 sobre 3).

- Estudio  inmunohistoquimico: Los  precursores
granulociticos expresan CD15 y mieloperoxidasa y los
precursores eritroides CD71, siendo la relacion mielo-
eritroide de 1/1. El factor VIII marca los megacariocitos.
El CD34 pone en evidencia un exceso de blastos
(aproximadamente 9%).

- Diagnéstico anatomopatoldgico. Bi

- opsia osteomedular: médula dsea hipercelular, trilineal
con mielodisplasia con exceso de blastos.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos, de muy alto
riesgo segln el indice IPSS-R (Tabla 2) (8,5 puntos: grupo
de riesgo citogenético muy pobre, 5-10% de blastos en
médula 6sea, 8-9,9 g/dl de hemoglobina, <50 x 10°L
plaquetas, <0,8 x 10%L neutrofilos).

7. EVOLUCION

Ante el diagndstico de sindrome mielodisplasico con exceso
de blastos de muy alto riesgo, y dada la excelente situacion
basal del paciente, se decide iniciar tratamiento con
azacitidina (37,5 mg/m2 5 dias), presentando a dia +14 del
inicio del ciclo un episodio de neutropenia febril por lo que
acudid a urgencias y precisO ingreso hospitalario para
vigilancia clinica y administracion de antibioterapia
intravenosa inicialmente con meropenem, sin aislamientos
microbioldgicos ni clara focalidad, por lo que tras 5 dias de
ingreso se procedi6 a alta a domicilio con tratamiento
antibiético oral con amoxicilina/acido clavulanico 'y
ciprofloxacino.

Por el momento se ha decidido iniciar otro ciclo de
azacitidina.

Caracteristicas 0 puntos 45 e z e 4
puntos punto puntos puntos puntos puntos
Gru_po ae resgo Muy bueno Bueno Intermedio Pobre Muy pobre
citogenético

Blastos MO, % 0-2 5-10 >10
Hemoglobina, g/dL >=10 8-99 <8

Plaquetas, x108/L >= 100 50 - 99

PMN, 10°/L >=0,8 >0,8

Grupo de riesgo: Muy bajo: 0 — 1,5 puntos; Bajo: >1,5 — 3 puntos; Intermedio: >3 — 4,5 puntos; Alto: <4,5 -6
puntos; Muy alto: >6 puntos
Tabla 2. indice pronéstico IPSS-R. Es el mas empleado actualmente en sindromes mielodisplasicos. Tomado y
modificado de Greenberg et al'.
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8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Los sindromes mielodisplasicos son un conjunto
heterogéneo de enfermedades clonales de la médula ésea
que se caracterizan por presentar hematopoyesis ineficaz
(en la mayoria de los casos con una médula dsea
normocelular o hipercelular), citopenias y alteraciones
morfolégicas celulares (mielodisplasia). El riesgo que
presenta esta enfermedad es la evolucion a leucemia
mieloide aguda.

Los requisitos para el diagndstico de un sindrome
mielodisplasico son la presencia de una citopenia constante
(6 meses) en una 0 mas de las lineas siguientes: eritroide,
neutrofilica o plaquetar (a excepcion de la presencia de un
exceso de blastos y anomalias citogenéticas relacionadas
con SMD que por si son diagnésticas de SMD), asi como la
exclusion de enfermedades hematolégicas y no
hematoldgicas como causa de citopenia/displasia.

Para su diagnéstico es imprescindible la realizacion de un
estudio de médula ésea, con un estudio morfolégico con
tincion pandptica tipo May-Griinwald Giemsa que incluya el
recuento de al menos 500 células, evaluando posibles
dismorfias en al menos 200 eritroblastos, 200 elementos
maduros de la serie granulocitica neutrofila y 30
megacariocitos, asi como la tinciéon de Perls para valorar los
depdsitos de hierro medular y realizar el recuento porcentual
de sideroblastos.

La realizacion de estudio citogenético convencional es
imprescindible en el estudio inicial y necesario para
establecer el pronéstico individual y planificar el tratamiento,
evaluando al menos 20 metafases, considerandose que la
presencia de una citopenia inexplicable junto a una alteracién
citogenética recurrente de SMD (excepto +8, del(20q), -Y) es
suficiente para el diagnéstico de sindrome mielodisplasico.
En caso de no obtener metafases o si estas son de mala
calidad, se deberia plantar la realizacion de FISH para
delecion de 5q y 792.

Respecto a los estudios moleculares, son muchas las
mutaciones somaticas descritas en pacientes con sindromes
mielodisplasicos: el 70% tienen mutacion en los genes de
magquinaria de splicing o en los reguladores epigenéticos.
Los genes mas frecuentemente mutados son SF3B1, TET2,
SRSF2, DNMT3A, RUNX1, con una mediana de 2
mutaciones por paciente; también se pueden encontrar
mutaciones en personas sanas sin hemopatia asociada
(hematopoyesis clonal asociada a la edad). La presencia de
una citopenia y la deteccion de una mutacién con VAF 210%
0 de 2 mutaciones es altamente sugestiva de SMD, sin que
sea decisiva para establecer el diagndéstico si no existen otras
caracteristicas consistentes de SMD3*,

Hasta el momento las clasificaciones de estratificacion
pronéstica de SMD no tienen en cuenta los estudios
moleculares (la mas empleada, IPSS-R, tiene en cuenta el
grupo de riesgo citogenético, el porcentaje de blastos en
médula Osea y los niveles de hemoglobina, plaquetas y
neutrofilos en sangre periférica), aunque se ha visto que las
mutaciones en TP53 confieren prondstico desfavorable,
incluso en aquellos pacientes que ya presentaban cariotipo
complejo; se ha asociado la mutacion en este gen con menor
supervivencia y mayor riesgo de recaida post-trasplante, por

lo que algunos grupos de investigacion han propuesto
indices prondsticos que tienen en cuenta los datos obtenidos
en los estudios moleculares.

En este caso llama la atencién tanto las alteraciones
encontradas en el estudio genético como las alteraciones
encontradas en el estudio molecular, sobre todo en la
mutacion TP53, ambas con alta probabilidad somaticas y no
germinales (puesto que no se aproximan a una frecuencia
alélica del 50% o 100%), ya que una de ellas se ha descrito
previamente en tumores sélidos (del tracto urinario, de mama
o digestivo, como es el tumor que habia tenido previamente
este paciente y del que no hay en el momento actual signos
de recidiva) y otra se ha descrito tanto en tumores digestivos
como en neoplasias hematolégicas  (sindromes
mielodisplasicos y leucemia mieloide aguda).

Los sindromes mielodisplasicos secundarios a tratamiento
con quimioterapia y/o radioterapia presentan un peor
prondstico respecto a los sindromes mielodisplasicos
primarios; por el momento no hay datos concluyentes pero
se recomienda emplear los mismos indices pronésticos en
ambos tipos y, de hecho, alguna serie ya ha demostrado que
en estos casos también existe un peor prondstico en aquellos
pacientes que presentan anomalias citogenéticas de alto
riesgo, citopenias, dependencia transfusional y exceso de
blastos5.

En los pacientes con SMD de alto riesgo, como es este caso,
el objetivo del tratamiento es intentar modificar la historia
natural de la enfermedad, prolongando la supervivencia
global y reduciendo el riesgo de evolucién a leucemia
mieloide aguda, ofreciendo el mejor tratamiento de soporte
disponible y manteniendo la mayor calidad de vida posible.
Los agentes hipometilantes han demostrado gran eficacia en
sindromes mielodisplasicos y el mas empleado es la
azacitidina, que demostré6 en dos ensayos clinicos
aleatorizados ser superior al tratamiento convencional®” y su
toxicidad mas frecuente es hematoldgica (neutropenia y
trombocitopenia); en nuestro pais esta autorizada para el
tratamiento de pacientes con SMD de alto riesgo no
candidatos a trasplante alogénico (como es este caso, por la
edad).
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis, causada por Mycobacterium tuberculosis
complex, es una de las enfermedades infecciosas mas
relevantes en la historia de la humanidad, siendo ain hoy
una de las principales causas de mortalidad por causa
infecciosa, particularmente en regiones en vias de desarrollo.
Actualmente, en paises desarrollados como Espafia, la
tuberculosis  sigue  presentando gran  importancia,
fundamentalmente en poblacion inmigrante y pacientes
inmunodeprimidos (por enfermedades oncohematoldgicas,
autoinmunes, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
corticoterapia crbnica, etc.), en quienes el riesgo de
reactivacion de la infecciobn latente se encuentra
marcadamente incrementado.

La trombocitopenia inmune es uno de los trastornos
plaquetarios mas relevantes de la hematologia, dada su
frecuencia y morbilidad asociadas. Aunque hasta un 75% de
los casos son primarios, es decir, no logra identificarse una
causa secundaria, en el otro 25% restante pueden detectarse
causas secundarias de esta trombocitopenia, destacando las
infecciones (VIH, hepatitis virales...), procesos autoinmunes
sistémicos y neoplasias tanto sélidas como hematoldgicas.
Estas formas secundarias suelen asociar mas
frecuentemente refractariedad o respuesta incompleta tras
los tratamientos de primera linea y mejorar con terapias
dirigidas a la causa primaria.

A continuacion exponemos un caso clinico de
trombocitopenia inmune secundaria a tuberculosis pulmonar,
asociacion muy infrecuente pero descrita en la literatura,
atendido en el Servicio de Urgencias del Hospital
Universitario 12 de Octubre.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.3 Motivo de consulta:

Hemoptisis.
2.4 Antecedentes personales:

Fumador con indice paquete-afio de 20.

Estudiado hace 9 afios tras contacto con un comparfiero de
trabajo (trabaja en la limpieza de alcantarillado)
diagnosticado de tuberculosis pulmonar, con Mantoux de 0
cm.

2.5 Antecedentes familiares:
Niega.

2.6 Enfermedad actual:

Se trata de un varén de 37 afios con los antecedentes
descritos que acude a urgencias por un episodio de esputos
hemoptoicos de escasa cuantia de desarrollo en las Ultimas
24 horas. El paciente refiere un cuadro de 3 meses de tos
seca sin respuesta a tratamiento sintomatico, con
agudizaciébn en los 10 dias previos a la consulta,
sumandosele dolor de tipo pleuritico en hemitérax superior
derecho, picos febriles de hasta 38,2°C sintométicos y
sudoracion nocturna. No asocia pérdida de peso, astenia ni
anorexia y niega episodios previos de hemoptisis ni otras
formas de sangrado.

2.7 Exploracion fisica:

El paciente presenta un buen estado general, encontrandose
bien hidratado y nutrido. Se encuentra febril,
hemodinamicamente estable y eupneico en reposo. La
exploracion fisica es anodina incluyendo la auscultacion
cardiopulmonar. A la exploracion de piel y mucosas llama la
atencion la presencia de mdltiples petequias, sobre todo en
miembros inferiores y en paladar blando (Figura 1). No se
palpan adenopatias en ningun territorio.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Analitcamente presenta un hemograma con anemia
normocrémica-normocitica asi como una trombopenia
severa de 5.000 plaguetas/uL. Las analiticas previas eran
normales, con cifras de plaquetas dentro de la normalidad. El
resto del estudio analitico era anodino salvo por una
elevacion de reactantes de fase aguda y de las enzimas de
colestasis (Tabla 1).

Ante la deteccion de la trombopenia, se procedio a realizar
una extension de sangre periférica en la que se confirmaba
dicho hallazgo, sin encontrarse otras alteraciones
morfolégicas relevantes (Figura 2).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Nos encontramos por tanto ante un paciente sin
antecedentes relevantes y con un cuadro clinica y
radiolégicamente compatible con tuberculosis pulmonar
activa. Por otra parte, si bien la mayoria de alteraciones de
laboratorio son congruentes con un proceso infeccioso-
inflamatorio, no lo es la grave trombopenia, la cual
incrementa el riesgo hemorragico alin mas en un paciente
gue ya ha presentado sangrado de la lesion pulmonar.
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HEMOGRAMA
Hemoglobina: VCM: HCM: CHCM: ADE:
11,8 g/dl 82,31l 27.2 pg 33,1 g/dl 14,3%
Plaquetas: Leucocitos: Neutrofilos (%): Linfocitos (%): Monocitos (%):
5.000/pl 14.400/pl 11.100/ul (77,2%) | 1.900/pl (13,0%) 1.100/ul (7,6%)

Eosindfilos (%):

200/ul (1,6%)

Basdfilos (%): 100/ul (0,6%)

BIOQUIMICA
Glucosa: Creatinina: Sodio: Potasio: Proteinas totales:
106 mg/dl 0,83 mg/dl 138 mEq/I 3,76 mEqg/I 7,2 g/l
AlbUmina: ALT: AST: GGT: FA:
3,7 g/dl 29 U/l 21 U/l 113 U/l 148 U/l
LDH: 162 U/ Bilirrubina: 0,3 mg/dI PCR: 11,39 mg/dI
HEMOSTASIA
AP: TTPa:
87% 28 sec

Abreviaturas - VCM: volumen corpuscular medio, HCM: hemoglobina corpuscular media, CHCM: concentracion de
hemoglobina corpuscular media, ADE: ancho de distribucion eritrocitaria, abs.: absolutos, ALT: alanina amino transferasa,
AST: aspartato amino transferasa, GGT: gamma glutaril transferasa, FA: fosfatasa alcalina, LDH: lactato deshidrogenasa,

PCR: proteina C reactiva, AP: actividad de protrombina, TTPa: tiempo parcial de protrombina activada.

Tabla 1. Valores analiticos a su llegada a urgencias.
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3

Figura 1. Mdltiples petequias en paladar blando y miembros
inferiores. Elaboracion propia.

oi.o ;.o Cos,

Figura 2. Frotis de sangre periférica donde se confirma la trombopenia. Elaboracién propia.
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Figura 3. Lesion cavitada pulmonar en la radiografia de
térax a su llegada a Urgencias. Elaboracion propia.

Ante una trombopenia aislada es mandatorio corroborarla

con una extension de sangre periférica, que ademas permite

orientar sobre el diagnéstico de presuncioén al poder detectar

o descartar otras alteraciones relevantes:

- Agregados plaquetarios (pseudotrombopenia por
EDTA).

- Dacriocitos, normoblastos o formas inmaduras de la
serie blanca (sospecha de infiltracion de médula 6sea).

- Esquistocitos (microangiopatia trombética).

- Rasgos displasicos en serie eritroide, granulocitica y/o
plaquetaria (sospecha de sindrome mielodisplasico).

En este caso el frotis era sugestivo, descartadas otras

causas, de trombocitopenia inmune y, dado el contexto

epidemioldgico y clinico, parecia altamente probable que se

tratara de una forma de trombocitopenia inmune secundaria

a tuberculosis pulmonar.

Con la sospecha mencionada se solicito una tincion de Ziehl-

Neelsen en esputo urgente asi como una prueba de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) de M.tuberculosis

complex para confirmar el diagnéstico. La tincion de Ziehl-

300.000
250.000
200.000
150.000

100.000

Cifra de plaquetas/ul

50.000

Neelsen en esputo fue intensamente positiva, asi como
posteriormente la PCR de M. tuberculosis complex, la cual
detectaba ademas una mutacion en el codén 511 del gen
rpoB, asociada con resistencia genética a rifampicina.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
5.1. Radiografia de torax:

Destaca la presencia de una lesion cavitada de 5cm de
diametro en apex pulmonar derecho acompafiada de
infiltrados micronodulares en I6bulo superior derecho,
radiolégicamente sugestivos en primera instancia de
tuberculosis pulmonar (Figura 3).

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Enfermedad tuberculosa pulmonar y trombocitopenia inmune
asociada (PTI secundaria).

10 12 14 16 18 20

Dias desde el diagnostico

Figura 4. Evolucion de la cifra de plaquetas desde su llegada a urgencias e inicio de tratamiento.
Elaboracién propia.
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Figura 5. Derecha: cultivo en medio liquido de M. tuberculosis complex. Izquierda: tincion de auramina-rodamina de la
muestra. Elaboracion propia. Agradecimientos al Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

7. EVOLUCION

Se inici6 tratamiento con isoniazida, etambutol, pirazinamida,
linezolid, moxifloxacino y clofamizina.

La trombopenia se mantuvo sin cambios a pesar del inicio de
corticoterapia e inmunoglobulinas intravenosas (IglV)
poliespecificas, y no fue hasta la introduccion de los
tuberculostéaticos cuando presenté una marcada mejoria, sin
producirse recidivas posteriores (Figura 4).

A los 10 dias, el cultivo del esputo en medio liquido fue
positivo, identificAndose colonias de M. tuberculosis
complex, al igual que mediante la tincibn de auramina-
rodamina de este mismo cultivo (Figura 5). El analisis
molecular en un centro especializado permiti6 identificar la
cepa aislada como la misma que se habia detectado 9 afios
antes en el compafiero de trabajo con el que habia
mantenido el contacto.

La evolucion del proceso tuberculoso fue excelente. Tras 9
meses de tratamiento antituberculoso, el paciente se
encontraba clinicamente asintomatico, la radiografia de torax
mostraba resolucion de las alteraciones descritas al
diagnostico y las pruebas microbioldgicas ya eran negativas.
La trombopenia se resolvio en las primeras semanas y no
volvié a presentarse.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Nos encontramos ante un caso clinico caracteristico de
tuberculosis pulmonar asociando un proceso intercurrente
descrito en la literatura, pero cuya incidencia no se encuentra
bien establecida, como es la trombocitopenia inmune
secundaria a tuberculosis. Un estudio reciente de
trombocitopenia inmune en Taiwan mostraba que la
tuberculosis presentaba un riesgo relativo de 5,37 de asociar
trombocitopenia asociada frente a controles sanos (2,72-
10,61). Es posible incluso que esta asociacion se encuentre
infradiagnosticada, dada la escasez de recursos de
diagndstico en muchas de las zonas donde la tuberculosis es
endémica.

La hipotesis patogénica mas reconocida para explicar esta
relacion es que los anticuerpos producidos por el organismo
frente al bacilo tuberculoso sean capaces de fijarse a
diversos antigenos plaquetarios, conduciendo a las
plaquetas a su destruccion esplénica.

La Unica revision publicada sobre el tema recoge unos 50
casos de trombocitopenia secundaria a tuberculosis. En ella
se muestra que la mayoria de casos se asocian a formas
extrapulmonares y/o diseminadas, llegandose al diagnéstico
de tuberculosis solo como consecuencia del estudio
etioldgico de la trombocitopenia.

Aunque el tratamiento antituberculoso parece ser suficiente
para la recuperacion de la cifra de plaquetas, ante pacientes
con evidencia de sangrado o alto riesgo de este (como seria
el caso aqui descrito, con hemoptisis, petequias y 5.000
plaquetas/uL) ha de valorarse iniciar terapias dirigidas frente
a la trombocitopenia, siendo el tratamiento de eleccion la
corticoterapia (prednisona o dexametasona), en ocasiones
asociado a IglV polivalentes, las cuales pueden conseguir
una recuperacion de las plaquetas mas rapida pero recortada
en el tiempo .

— Dos conclusiones pueden extraerse de este caso clinico:
por una parte, la importancia de conocer que la
tuberculosis, enfermedad aldn muy prevalente en
nuestro pais particularmente en determinados grupos de
riesgo, puede presentar una trombocitopenia inmune
asociada, la cual, si no es diagnosticada y tenida en
cuenta, puede implicar un incremento de morbilidad y
mortalidad afiadido como consecuencia de posibles
manifestaciones hemorragicas potencialmente
mortales. Por otra parte, todo profesional encargado de
evaluar trombocitopenias debe saber su asociacion con
la tuberculosis (tanto pulmonar como atipica en
localizacién y comportamiento) para un correcto estudio
diagnostico y de categorizacién, pues pacientes con
esta patologia que sean catalogados como
trombocitopenias inmunes primarias probablemente no
respondan adecuadamente a los tratamientos, los
cuales podrian ser incluso potencialmente iatrogénicos
para ellos.
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1. INTRODUCCION

La hemostasia secundaria es el proceso mediante el cual,
tras la formacién del tapén plaquetario se produce la
activacion de una serie de enzimas séricas, los factores de
la coagulacion (F), de forma concatenada hasta dar lugar a
la fibrina, proteina insoluble que se polimeriza y conforma un
tapon hemostéasico definitivo. Aunque el sistema de la
coagulacién in vivo es complejo e involucra a los distintos
factores de ambas vias, generalmente en el laboratorio
asistencial se estudian el tiempo de protrombina (TP) y
tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), cada uno
sensible a las alteraciones de determinados factores, y con
diversidad de utilidades clinicas, como la monitorizacién de
farmacos anticoagulantes (antagonistas de la vitamina K y
heparina). En general, la deteccion de una alteracion en
estos estudios presenta una causa justificada a través de la
historia clinica, si bien en otras ocasiones se detectan
alteraciones sin una clara justificacion y que requieren de un
estudio razonado y sistematico. A continuacion, presentamos
un caso atendido en nuestro servicio de un paciente con un
alargamiento aislado de TTPa por un motivo poco frecuente
y el estudio realizado.

2. CASO CLINICO
2.1 Motivo de consulta:

Deteccion de TTPa alargado.
2.2 Antecedentes personales:

Niega historia previa epistaxis, gingivorragias ni sangrados
mucocutédneos. Tampoco refiere aparicion de hematomas
espontaneos, hemartros ni hematomas musculares. No
presenta antecedentes de trombosis.

2.3 Antecedentes familiares:

Niega antecedentes familiares de hemorragias ni trombosis.
No sabe precisar si otros familiares presentan esta
alteracion.

2.4 Historia actual:

Varén de 31 afios derivado desde consulta de Anestesiologia
(previo a Cirugia Maxilofacial) por deteccion de TTPa
marcadamente alargado (195 segundos), sin asociar otras
alteraciones. El paciente no refiere episodios hemorragicos
ni trombosis. Niega también toma de farmacos.

La exploracion fisica es anodina, sin estigmas de sangrado.

3. ESTUDIO DE LABORATORIO

A continuacion, se muestra la analitica béasica solicitada
(Tabla 1), con un perfil renal y hepatico dentro de la
normalidad, el hemograma no muestra alteraciones y la
coagulacion presenta una marcada prolongacion del TTPa
sin asociar alteraciones del TP ni del tiempo de trombina
(TT), ni descenso de fibrindgeno.

4. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

A la hora de estudiar una alteracion de la coagulacion
debemos entender que las pruebas de coagulacion béasicas
(TP y TTPa) evallan la hemostasia mediante distintos
reactivos y medir distintos factores, sin representar por tanto
de forma fidedigna el proceso de hemostasia secundaria que
ocurre in vivo. El TP estudia aquellos factores de la via
extrinseca (FVII) asi como de la via comUn de la hemostasia
(FX, FV, FIl o protrombina y el fibrin6geno), mientras que el
TTPa estudia los factores implicados en la via intrinseca
(FXII, BXI, FIX, FVIN) y la via comdn (los antes referidos). Por
su parte el TT mide los niveles de fibrindgeno, al tratarse de
un ensayo que evalla la formacion de fibrina tras afiadir
trombina (Flla) (Figura 1).

Ante la deteccién de un TTPa alargado de forma aislada (sin
asociar descenso de fibrindgeno ni alteraciéon del TP)
debemos tener en cuenta los diagndésticos diferenciales que
se muestran en la Figura 2.

En primer lugar, deberemos evaluar si el paciente presenta
clinica hemorréagica, pues esto orientara el diagnostico y las
posibles medidas urgentes de actuacion.

Un incidente relativamente frecuente en la practica diaria es
que el paciente se encuentre bajo tratamiento con heparina
0 bien que la analitica se extraiga de una via heparinizada.
En este caso encontraremos un TTPa alargado acompafiado
de un TT también alargado. Para confirmar la presencia de
heparina en la muestra podemos realizar un tiempo de
reptilase, ensayo equivalente al TT pero que emplea como
reactivo veneno de Bothrops atox en vez de trombina, el cual
no es sensible a la presencia de heparina, y por tanto no se
muestra prolongado a pesar de que el TT si lo esté. También
el dabigatran, un anticoagulante oral que actta inhibiendo de
forma directa la trombina produce prolongacion del TTPa, si
bien esta medida no se emplea para monitorizar el
tratamiento.
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BIOQUIMICA (Valores de referencia)

Glucosa: 96 mg/dL

Creatinina: 0,80 mg/dL Sodio: 145 mEg/L Potasio: 4,79 mEq/L

(70 - 110) (0,7-1,2) (136 — 145) (35-51)
Cloro: 105 mEqg/L
(98 - 107)
HEMOGRAMA (Valores de referencia)
Hematies: 5,05 millones/uL Hemoglobina: 15,8 g/dL Hematocrito: 46,5% VCM: 92,1 fl
(4,2-5,6) (13 -16,8) (39,1 — 49,7) (82,5 - 97,9)
HCM: 31,4 pg CHCM: 34 g/dL RDW: 13,6% Plaquetas: 322.000/uL
(27,5 -33,5) (32,6 — 35) (12 — 14,6) (140.000 — 450.000)
Leucocitos: 6000/uL Neutréfilos: 3200/uL Linfocitos: 2.200/uL Monocitos: 500/uL
(4.000 — 11.300) (1.800 — 7.400) (1.200 — 4.000) (300 — 900)

Eosinéfilos: 100/uL

Basofilos: 0/uL

(0 —500) (0 —100)
HEMOSTASIA (Valores de referencia)
Actividad de protrombina: 122% INR: 0,89 TTPa: 121 seg Fibrin6geno: 359 mg/dL
(75 - 140) (0,8-1,2) (26 — 39) (200 - 450)
TT: 15 seg
(14 -22)

Tabla 1. Valores analiticos a su llegada a consulta. VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular

media; CHCM: concentracion
internacional normali

de hemoglobina corpuscular media; RDW: amplitud de distribucién eritrocitaria; INR: ratio
zado; TTPa: tiempo de tromboplastina parcial activado; TT: tiempo de trombina.
Elaboracién propia.
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Figura 1. Esquema de las vias de activacion de la coagulacion in vitro.

TF: factor tisular. Adaptado de Winter WE et al., 20172,
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Figura 2. Diagn0stico diferencial de un tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa). HNF: heparina

no fraccionada, HBPM: heparina de bajo peso molecular, EVW: enfermedad de von Willebrand.
Adaptado de Bernardo Gutiérrez A, 2018.

Generalmente, tras descartar la presencia de heparina el
siguiente paso consiste en realizar un test de mezclas, que
consiste en mezclar la muestra con plasma control que
presenta todos los factores de coagulacion y realizar un
nuevo TTPa. Si este corrige orienta hacia un déficit de
factores de coagulacion de la via intrinseca, mientras que si
no corrige hace sospechar la presencia de un anticoagulante
lipico (ACL) o menos frecuentemente, inhibidores de
factores de coagulacion, auto o aloanticuerpos que se unen
a los distintos factores de la coagulacion e impiden su
correcta actuacion (si se trata del FVIII hablamos de hemofilia
A adquirida y si se trata del FIX nos encontramos con una
hemofilia B adquirida).

El anticoagulante Idpico, junto con la deteccion de
anticuerpos antifosfolipido, conforman los denominados
criterios bioquimicos del sindrome antifosfolipido (trombosis
ylo complicaciones trombdéticas obstétricas), si bien también
puede detectarse incidentalmente en numerosos procesos
autoinmunes o de forma aislada sin asociar otra patologia.
Los fosfolipidos son necesarios para activar la via intrinseca
de la coagulacion. Se denomina ACL al efecto por el cual los
anticuerpos bloguean estos fosfolipidos, impidiendo Ila
activacion de la coagulacion, y por tanto prolongando el TTPa
(sin asociar clinica hemorragica). Caracteristicamente, al
afadir fosfolipidos en exceso el TTPa se corrige.

En nuestro caso, tras la mezcla la muestra corregia por
completo, lo cual, junto con la normalidad del TT hacia
sospechar un defecto de los factores de la via intrinseca.

Por tanto, nos encontramos con un paciente sin clinica
hemorragica, con un TTPa llamativamente alargado, pero
con TT normal, que no presenta fenomeno de ACL y que
ademas corrige con un test de mezclas.

En la practica habitual se realiza la dosificacion de los FXII,
FXI, FIX'y FVIII, expresandose en forma de porcentaje o U/dL
y considerandose normal por encima del 60% de la actividad
funcional del factor (valor de referencia (V.R.) variable segun
laboratorios). El déficit de FXI, FIX y FVIII se asocia a clinica
hemorragica y generalmente requiere de medidas
profilacticas y terapéuticas especiales (segun niveles y
fenotipo hemorragico). Por el contrario, el déficit de FXII, que

ocasiona TTPa alargado, no se relaciona con clinica
hemorragica, sino que paradéjicamente podria asociarse a
un aumento del riesgo trombético.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

En nuestro caso la dosificacién de los factores era la
siguiente: FVIII 113% (V.R. 60-150%), FIX 108% (V.R. 60-
130%), FXI 84% (V.R. 60-130%) y FXIl 129% (V.R. 60-
130%), por tanto, todos ellos dentro de la normalidad.

Con todos los resultados dentro de la normalidad y
recordando que el paciente no presentaba clinica
hemorragica actual ni previa nos planteamos el estudio de
otros factores, como la precalicreina y el kinindgeno de alto
peso molecular (HMWK), cuyo déficit es extremadamente
infrecuente por lo que generalmente no se tiene en cuenta
en la practica diaria y no son medibles en la mayoria de los
laboratorios de rutina.

Aunque se tiende a simplificar, la via intrinseca de la
coagulacion, denominada asi porque se activa de forma
espontanea tras entrar en contacto con una superficie
cargada negativamente, se inicia con la activacion de
pequefias cantidades de FXIl a FXlla, este a su vez activa a
la precalicreina que se convierte en calicreina empleando
como cofactor al HMWK. Una vez activada genera grandes
cantidades de FXlla que terminan por activar al resto de
factores de la via.

Al igual que ocurre con el FXII, el déficit de estos dos factores
no se asocia a clinica hemorragica (tampoco aumenta el
riesgo trombotico) pero si origina TTPa marcadamente
prolongados.

Con esta sospecha se solicitd el estudio en un centro
especializado de estos 2 factores con los siguientes
resultados: niveles de precalicreina del 60% y niveles de
HMWK inferiores al 2% (comprobado en 2 muestras
separadas en el tiempo), V.R. para ambas determinaciones
es 70-120%. En la Tabla 2 se muestra un resumen de las
alteraciones de la hemostasia de nuestro paciente y sus
valores de referencia.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE HEMOSTASIA (Valores de referencia)
Actividad de protrombina: 122% TTPa: 195 sec TTPa mezcla: TT: 15 sec
(75 — 140) (26 — 39) 27,20 sec (14 - 22)
FVII: 113% FIX: 108% FXI: 84% FXII: 129%
(60 — 130) (60 — 130) (60 — 130) (60 — 130)
Precalicreina: 60% HMWK: <2%
(70 — 120) (70 — 120)

Tabla 2. Resumen de alteraciones de los resultados de hemostasia de nuestro paciente. TTPa: tiempo de
tromboplastina parcial activado; TT: tiempo de trombina; HMWK: kinindgeno de alto peso molecular.
Elaboracion propia.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Con estos resultados se llegé al diagndstico definitivo de
déficit grave de HMWK.

Como hemos remarcado el déficit de HMWK es una entidad
muy rara que no se relaciona con clinica hemorragica. Se le
presume un origen hereditario si bien en este caso no lleg6 a
realizarse estudio genético. Serd fundamental remarcar las
particularidades de este déficit y la ausencia de medidas
preoperatorias especificas para evitar hemorragias. En caso
de alteraciones similares en familiares habra que tener esta
entidad dentro del diagnostico diferencial.

7. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El kinindgeno y la precalicreina forman parte fundamental de
la fase de activacion de la via intrinseca de la coagulacion, si
bien también presenta un papel en otros importantes
procesos fisioldgicos, entre ellos la tonicidad de los vasos
sanguineos (via de la bradiquinina) y el desarrollo de la
respuesta inmune frente a patégenos.

El kininégeno es sintetizado a partir del gen KNG1 en el
cromosoma 3927, que mediante splicing alternativo puede
dar lugar tanto a los kinindgenos de bajo peso molecular
como al HMWK. Ambos tipos poseen los dominios capaces
de activar la cascada de la bradiquinina y por tanto regular la
tonicidad vascular, mientras que los dominios responsables
de activar la cascada de la coagulacion son Unicos del

HMWK. En la Figura 3 se muestra la estructura esquematica
de las dos formas de kinindgeno.

El déficit de HMWK es extremadamente raro, con pocos
casos descritos en la literatura, y en general es debido a
mutaciones del gen KNG1 que truncan la sintesis de estas
variantes de alto peso molecular. Los pocos casos descritos
parecen asociar adicionalmente niveles descendidos de
precalicreina (como en nuestro caso), siendo la hipétesis
més reconocida la de que el HMWK se une en plasma a la
precalicreina reduciendo su velocidad de eliminacion. Al
igual que el déficit de FXII no asocia un mayor riesgo de
sangrado, y tampoco esta claro que se relacione con mayor
riesgo de trombosis e incluso modelos animales con delecién
del gen KNG1 presentaban menor tendencia a la trombosis
tras dafio al endotelio vascular.

En general, las pruebas funcionales son suficientes para su
diagndstico no siendo necesarias pruebas genéticas, aunque
éstas pueden ser Utiles para el diagnéstico familiar.

D&
dominio de
interaccidn con
KLKB1

D5
dominio rico
en histidina

HMW D1 D2 D3 D4
KNG cistatina cistatina cistatina BK
LMW b1 D2 D3 D4
KNG cistatina cistatina cistatina BK

Figura 3. Estructura de las formas de kininégeno humano. El D5 interacciona con superficies cargadas
negativamente. El D6 interacciona con la precalicreina. HMW KNG: kininégeno de alto peso molecular, LMW
KNG: kininégeno de bajo peso molecular, D: dominio, BK: bradiquinina. KLKB1: precalicreina.
Adaptado de Wong M, 20162,
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1. INTRODUCCION

El déficit de piruvato quinasa (PK) es la segunda enzimopatia
mas frecuente (tras el déficit de glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa) y la mas frecuente de la via glucolitica,
siendo la principal causa de anemia hemolitica crénica
congénita no esferocitica. Presenta un patron de herencia
autosOmico recesivo y se han descrito méas de 600 familias
afectas hasta la fecha.

El metabolismo de los eritrocitos es particular, ya que el 75%
de la energia obtenida proviene del ATP y del NADH
obtenidos a través de la glucolisis anaerobia o via Embden-
Meyerhoff. En dicha ruta, la glucosa se cataboliza hasta
obtener piruvato como producto final. El Gltimo paso de la
glucdlisis estad catalizado por la enzima piruvato quinasa,
enzima reguladora y alostérica de la via, que transforma el
fosfoenolpiruvato en piruvato, transfiriendo un grupo fosfato
al ADP para dar lugar a ATP, produciendo 2 moléculas de
ATP por cada glucosa metabolizada. El ATP es esencial para
el mantenimiento de la bicapa lipidica que conforma la
membrana del hematie, por lo que, ante el déficit de PKy, en
consecuencia, la disminucion de ATP generado, los
hematies se lisan de forma precoz.

El debut de la enfermedad es variable, desde formas
perinatales hasta aparicion en la edad adulta. El déficit de
piruvato quinasa provoca un espectro de signos y sintomas
de gravedad variable, desde anemias leves hasta anemias
mas graves dependientes de transfusién, esplenomegalia,
ictericia y colelitiasis. La sobrecarga de hierro es una
complicacion frecuente en los pacientes dependientes de
transfusion, pero también puede verse en pacientes no
transfundidos. La hemdlisis aumenta en situaciones como
infecciones agudas, estrés o embarazo.

La prevalencia real del déficit de PK es dificil de estimar.
Basandose en las frecuencias alélicas, se calcula en 5
enfermos por 100.000 habitantes, pero en Europa se ha
comunicado una prevalencia de 3,3 casos por millon de
habitantes. La enorme discrepancia entre la prevalencia
calculada y la comunicada se debe a la dificultad del
diagnostico, establecido con la clinica y la dosificacion de la
actividad enzimatica. Debido a que la actividad enzimatica no
es facil de estandarizar se recomienda siempre confirmar el
diagnostico mediante estudio molecular.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 57 afios en seguimiento desde hace afios en
consultas de Hematologia por anemia hemolitica crénica.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:
- Adenoidectomia y amigdalectomia en la infancia.
- Fractura de tibia y peroné derechos tras atropello.

- Cuadro de cdlico renoureteral sin nuevos episodios
posteriores.

- No tratamiento habitual.
2.3 Antecedentes familiares:

Sin antecedentes familiares de anemia ni hemopatias.
2.4 Enfermedad actual:

Paciente en seguimiento desde hace afios en consultas de
Hematologia por anemia hemolitica cronica. La paciente se
ha mantenido asintoméatica durante los afios de seguimiento.
No refiere cefalea, disnea, dolor toracico ni otra
sintomatologia sugestiva de sindrome anémico. No ictericia
ni cambios de coloracién de la orina o las heces. No dolor
abdominal ni cambios en el ritmo intestinal. No fiebre ni
infecciones de repeticion.

2.5 Exploracion fisica:
Buen estado general, afebril.
- Auscultacion cardiaca: ritmica sin soplos.

- Auscultaciéon pulmonar: murmullo vesicular conservado
sin ruidos sobreafiadidos.

no doloroso a la
hepatomegalia  ni

- Abdomen: blando, depresible,
palpacion, no se palpa
esplenomegalia.

- Miembros inferiores: no edemas.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Desde el inicio del seguimiento en consultas de Hematologia,
la paciente presentaba anemia leve, con minima alteracion
de algunos parametros de hemdlisis. En la Tabla 1 se
muestra la analitica mas reciente de la paciente, cuyos
valores son similares a los que ha presentado a lo largo del
seguimiento. Los parametros de la analitica basica que no
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Parametros Valor Intervalo de referencia
Hemoglobina 10,6 g/dL 11,4-15,1 g/dL
Hematocrito 29,6% 34,4-45-2%
VCM 91,5fL 82,1-97,7 fL
HCM 31,9 pg 27-33,5 pg

Reticulocitos

176,3 x1000 /uL

17,1-54,5 x1000 /pL

Reticulocitos (%) 4,6% 0,4-1,3%
LDH 158 U/L 135-225 U/L
Bilirrubina 2,2 mg/dL 0,2-1,0 mg/dL
Haptoglobina 37,5 mg/dL 35-152 mg/dL
Ferritina 844 ng/mL 15-150 ng/mL
Hierro 57 pg/dL 37-145 pg/dL
Saturacion de transferrina 17% 20-50%

Tabla 1. Analitica de sangre. Sélo se exponen los parametros con interés para el caso clinico. Elaboracion

aparecen en la tabla estaban dentro del rango de la
normalidad.

Para completar el estudio, a lo largo del seguimiento se
solicitaron las siguientes pruebas diagnoésticas:

- Morfologia de sangre periférica: sin alteraciones
morfoldgicas significativas.

- Test de Coombs directo: negativo.
- Panel de autoinmunidad: negativo.

- Test de fragilidad osmética y 5-eosina maleimida (5-
EMA): negativos.

- Estudios de actividad enzimatica:
e Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa: negativo

e Piruvato quinasa: negativo

- Aspirado de médula 6sea: médula ésea hipercelular con
hiperplasia eritroide y presencia de discretos rasgos
displasicos en las series mieloide y eritroide insuficientes
para clasificar como SMD (en probable contexto
hemolitico).

- Ecografia abdominal: sospecha de esteatohepatitis.
Esplenomegalia de 13,2 cm.

En resumen, se trata de una paciente con anemia hemolitica
crénica: anemia leve normocitica  normocrémica,
asintomatica y sin ninguna limitacién en su vida diaria, con
ligera elevacion de bilirrubina y reticulocitos y con
esplenomegalia de 13,2 cm. Hasta el momento, todas las
pruebas que se han realizado para intentar identificar la
causa de la hemdlisis han sido negativas o normales. Por ese

propia.

motivo, se solicita estudio molecular mediante secuenciacion
masiva (NGS) de los genes relacionados con anemia
hemolitica cronica. Este panel incluye tanto genes que
codifican proteinas de la membrana del hematie como genes
gue codifican enzimas cuyo déficit provoca anemia
hemolitica.

Como resultado del estudio, se identifica en homocigosis la
variante ¢.1277G>A, (p.Arg426GIn) en el gen PKLR, gen que
codifica para la enzima piruvato quinasa. Esta variante
consiste en una transicion de una guanina por una adenina
que, presumiblemente, produce el cambio de la arginina del
codon 426 por una glutamina en la proteina codificada. Esta
variante ha sido descrita en la literatura en pacientes con
anemia hemolitica secundaria a déficit de piruvato quinasa,
su frecuencia en bases de datos poblacionales es baja y los
programas bioinforméticos de prediccién in silico sugieren un
posible efecto deletéreo de la variante. Por todo ello, esta
variante es clasificada como probablemente patogénica.

Esta variante estéd asociada a anemia hemolitica secundaria
a déficit de piruvato quinasa (MIM#266200) que presenta un
patrén de herencia autosémico recesivo, lo que concuerda
con el fenotipo de la paciente.

A pesar del genotipo de la paciente, el estudio de la actividad
enzimdtica de la piruvato quinasa realizado afios atras
estaba dentro del intervalo de referencia. Por lo tanto, ¢como
interpretamos estos resultados?

4. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El déficit de PK debe sospecharse en pacientes con anemia
hemolitica cronica, en ausencia de otra clinica o citopenias
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afadidas, con normalidad en las pruebas diagndsticas
basicas (test de Coombs, fragilidad osmoética, 5-EMA y
electroforesis de hemoglobinas).

Para realizar el estudio de actividad enzimatica de la piruvato
quinasa hay que tener en cuenta que existen cuatro
isoenzimas diferentes codificadas por dos genes distintos. El
gen PKLR que codifica para las isoenzimas Ly Ry el gen
PKM que codifica para las isoenzimas M1 y M2. La isoenzima
PK-L, se expresa predominantemente en higado, pero
también esta presente en otros tejidos como pancreas o
rifidn; sin embargo, la isoenzima PK-R presenta una
expresion restringida a hematies. La isoenzima PK-M: se
expresa en musculo esquelético, corazén y cerebro y la
isoenzima PK-M:z se expresa en los demas tejidos y células
entre los que se incluyen leucocitos y plaquetas.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la piruvato
quinasa se puede determinar de formar rapida y econémica
mediante el empleo de técnicas espectrofotométricas. Se
realiza en muestras de sangre periférica, pero debido a la
expresion leucocitaria y plaguetar de la isoenzima PK-Mz, es
imprescindible realizar un pretratamiento de la muestra para
eliminar estas células, ya que la actividad piruvato quinasa
de la isoenzima PK-M: puede ocultar la deficiencia
enzimatica en eritrocitos, dando lugar a falsos negativos.
Posteriormente, se lisan los hematies y se mide la formacion
de piruvato vinculada a la oxidacién de NADH que puede
determinarse espectrofotométricamente y seréa proporcional
a la actividad enzimatica de PK.

En cuanto a los resultados obtenidos, valores de actividad
enzimatica inferiores al 25% suelen ser indicativos de
pacientes afectos de anemia hemolitica secundaria a déficit
de piruvato quinasa (homocigotos para la misma variante
patogénica en PKLR o heterocigotos compuestos para dos
variantes patogénicas distintas en el mismo gen localizadas
en trans), mientras que en los portadores heterocigotos ésta
varia del 40% al 60%.

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que existen
distintas circunstancias que pueden dan lugar a falsos
negativos o falsos positivos.

Ademas de los falsos negativos originados por un mal
pretratamiento de la muestra, hay que tener en cuenta que
los reticulocitos pueden expresar niveles normales de la
enzima por lo que hay que corregir los datos de actividad
enzimatica de PK teniendo en cuenta la maduracion
eritrocitaria de la muestra. El método mas habitual es
determinar el cociente entre la actividad de la piruvato
quinasa y la hexoquinasa (HK). La HK es una enzima cuya
actividad también aumenta en presencia de reticulocitos. Por
lo tanto, si en la muestra se objetiva un aumento de la
actividad de la HK muy superior al de la actividad de PK, el
cociente PK/HK estara disminuido de forma significativa, lo
que confirma el déficit de PK. Por otro lado, las transfusiones
de sangre recientes también pueden producir falsos
negativos debido a la actividad normal de los eritrocitos del
donante, no debiéndose realizar estudios enziméaticos hasta
al menos 50 dias desde la ultima transfusion.

Los falsos positivos suelen deberse a un mal
almacenamiento de la muestra, siendo la actividad de la PK
estable a 4°C hasta 21 dias. Sin embargo, también se han
descrito falsos positivos en casos de déficit de otras enzimas
anteriores de la via glucolitica, que producen descenso de
los metabolitos posteriores.

La aproximacion clasica al diagndéstico del déficit de PK se
ha basado en el estudio enzimatico, con confirmacion
genética posterior. Hasta la fecha se han descrito méas de 300
variantes genéticas en el gen PKLR que se pueden asociar
a déficit de PK. El 65% de las variantes descritas son
variantes missense que producen un cambio de aminoacido,
aunque también son frecuentes variantes que provocan
desplazamientos en el marco de lectura, variantes que
afectan al sitio de splicing o que generan un codén de parada
prematuro. La gran cantidad de mutaciones descritas y el
gran numero de combinaciones existentes dificultan
establecer una relacion genotipo-fenotipo. Tradicionalmente,

Ventajas

Inconvenientes

Técnicas
enzimaticas

Rapidas
Econémicas

Detectan defectos cuantitativos y
funcionales

Pueden confirmar la patogenia de
una variante de significado incierto

Falta de estandarizacion

Determinacién de multiples enzimas simultaneas

No es til en pacientes transfundidos

Interferencia con leucocitos, plaquetas y reticulocitos
Estabilidad en transporte y almacenamiento

No diferencia entre pacientes y portadores heterocigotos

Variantes con actividad in vitro normal

Técnicas de No interferencia con la transfusién
secuenciacion

. Estudio prenatal y consejo genético
masiva

Poca cantidad de muestra, estable,
facil transporte

Estudio simultaneo de otros genes

Laboriosas, tecnologia y andlisis experto
Coste elevado

Confirmacion por Sanger de variantes no descritas o
significado incierto

Dificultad de deteccidn de deleciones o variantes intronicas

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas diagndsticas. Adaptado de Morado M et al. 2021.
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el estudio genético se ha realizado por secuenciacion
Sanger, pero se ha ido sustituyendo progresivamente por
técnicas de secuenciacion masiva que permiten el estudio
simultaneo de uno o mas genes completos. El estudio por
paneles de genes no debe incluir sélo el gen PKLR, sino
también diferentes genes implicados en otras anemias
congénitas. El estudio molecular por secuenciacion masiva
solventa las limitaciones del estudio enzimatico, siendo, por
tanto, la actual recomendacion de los grupos de expertos. En
la Tabla 2 se resumen las ventajas e inconvenientes de cada
técnica diagnostica.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, volvemos a
nuestro caso clinico. El estudio de la actividad enzimatica de
la piruvato quinasa se habia realizado varios afios antes del
andlisis mediante secuenciacion masiva y no objetivé una
disminucion de la actividad enzimatica, por lo que
inicialmente se descartd esta sospecha diagnodstica. En la
historia clinica de la paciente solo esta reflejado el resultado
de la prueba sin informe adjunto. Por lo tanto, no se puede
averiguar por qué el estudio determind un resultado de la
actividad enzimatica dentro de la normalidad. Sin embargo,
recordando las posibles causas de falsos negativos
comentadas anteriormente, se puede aventurar que pudo
haber algin problema en el almacenamiento de la muestra,
en la propia realizacion de la técnica o en la interpretacion de
los resultados.

Por otro lado, pueden surgir dudas sobre el caracter
patogénico de la variante identificada. Consultando la base
de datos de mutaciones descritas en el gen PKLR
(www.lovd.nl/pkir), comprobamos que la variante ¢.1277G>A
estd descrita como patogénica. Ademas, revisando la
literatura, esta mutacion también ha sido estudiada y descrita
como patogénica por Kanno et al.? al ser identificada en una
paciente japonesa con anemia crénica sin dependencia
transfusional. Ademas, la madre de la paciente era portadora
heterocigota de dicha mutacion. En honor a la ciudad en la
que se descubrié, los autores bautizaron la enzima con esta
variante como PK Sapporo.

Por lo tanto, tenemos una paciente con una anemia
hemolitica crénica, con una variante identificada en el
andlisis mediante NGS que ha sido descrita previamente
como patogénica, por lo que, ante la ausencia de otros
hallazgos patolégicos en las pruebas diagnosticas, podemos
asumir que esta variante puede ser la causa de la anemia
hemolitica. Para completar el estudio, seria interesante
repetir el analisis de la actividad enzimatica, evitando incurrir
en las posibles causas de falsos negativos. Ademas, también
seria interesante realizar estudio de segregacion familiar
para averiguar si se trata de una variante heredada o de
novo, siendo aproximadamente un 3% de las variantes
patogénicas en el gen PKLR de novo.

Como conclusién de este capitulo, el déficit de PK es una
causa de anemia hemolitica crénica que esta infraestimada
por la escasa sospecha clinica en los casos leves y por las

dificultades que conlleva el diagnéstico enzimatico correcto.
Los avances en las técnicas moleculares estan suponiendo
una mejora en el diagnéstico de esta patologia, permitiendo
identificar un mayor nimero de pacientes y pudiendo realizar
estudios familiares, lo que permitira un mejor manejo de esta
enfermedad y de sus posibles complicaciones.
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Restituto Aranguibel P et al. Alteraciones eritrocitarias.
Hemoglobinopatias. En: Gonzalez Hernanez A.
Principios de Bioguimica Clinica y Patologia Molecular.
2ed. Barcelona: Elsevier; 2014. p.329-340.
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19-HEMOFILIA A ADQUIRIDA: UN RETO DIAGNOSTICO

Autores: Daniel Gil Alés, Denis Zafra Torres, Nerea Castro Quismondo

Servicio de Hematologia y Hemoterapia, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid

Palabras clave: Hemofilia adquirida, Carcinoma urotelial, Hemorragia digestiva.

1. INTRODUCCION

La hemofilia A adquirida (HAA) es una enfermedad rara, de
mecanismo autoinmune, producida por la presencia de
autoanticuerpos que actlian como inhibidores del factor VIl
(FVII). La incidencia es aproximadamente de 2 casos por
millén de habitantes/afio, aunque podria ser mayor dado que
puede pasar desapercibida con el consiguiente
infradiagnoéstico. En la mayoria de los casos la HAA es de
causa idiopatica (en torno al 50%), aunque también se ha
asociado a enfermedades autoinmunes, neoplasias (tanto
sélidas como hematoldgicas), farmacos, infecciones y
embarazo/puerperio. La HAA es un trastorno que predispone
a sangrados abundantes o en sitios inusuales y que con
mayor frecuencia suelen aparecer a nivel de piel y partes
blandas, seguidos de sangrado gastrointestinal vy
genitourinario, retroperitoneal, etc. La HAA es una
enfermedad potencialmente grave, con una mortalidad que
puede alcanzar hasta el 30-35% en algunas series, siendo el
tiempo hasta el diagnostico uno de los principales factores
predictores de mortalidad. Por este motivo es importante
tener un alto indice de sospecha para una deteccion precoz
de esta entidad y un inicio del tratamiento lo mas temprano
posible.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 57 afios que consulta en Urgencias hospitalarias
por hematuria desde hace 3 meses.

2.2 Antecedentes personales:

Entre sus antecedentes personales destacan:

- Rinitis alérgica.

- Tabaquismo (fumadora 5 cigarrillos/dia).

- Trastorno depresivo en tratamiento con citalopram.
2.3 Antecedentes familiares:

No refiere antecedentes familiares de interés.
2.4 Enfermedad actual:

Acude a Urgencias por un cuadro progresivo de hematuria
con coagulos de 3 meses de evolucion, acompafado de un
sindrome constitucional con hiporexia, pérdida de peso y
marcada astenia. Ademas, presenta dolor tipo célico a nivel
de hipogastrio. No refiere fiebre, sudoracion nocturna ni otra
clinica acompafiante.

2.5 Exploracion fisica:

A la exploracion fisica en Urgencias presenta una tension
arterial de 100/60 mmHg, una frecuencia cardiaca de 120

Ipm, saturacion de Oz basal del 99% y estaba afebril.
Destaca una marcada palidez mucocutanea. A la
auscultacion cardiaca se objetiva taquicardia, con tonos
ritmicos y un soplo sistélico en foco adrtico que impresiona
de funcional. Auscultacion pulmonar sin alteraciones. A la
palpacién abdominal se objetiva una masa pétrea en
hipogastrio.

Analiticamente destaca una hemoglobina (Hb) de 2,1 g/dL
[11,.4-15,1 g/dL], sin otros hallazgos resefables en el
hemograma, la bioquimica o el estudio de coagulacion.

La paciente ingresa en el Servicio de Urologia donde se
realiza una cistoscopia en la que observa una masa en vejiga
gue ocupa todo el trigono y que es sugestiva de neoplasia
vesical, con coagulos adheridos. Se biopsia la masa y se
solicita un estudio de extension con tomografia
computerizada (TC) toraco-abdomino-pélvica en el que se
observa la masa vesical que produce obstruccion del uréter
izquierdo junto a adenopatias retroperitoneales y lesiones
pulmonares sugestivas de metéstasis.

Durante el ingreso precisa transfusion de mudltiples
concentrados de hematies debido a la anemizacion
provocada por la hematuria y por varios episodios de
hemorragia digestiva que debutan en forma de melenas. Se
realiza una cistoscopia terapéutica por la hematuria y, debido
a las melenas, una gastroscopia en la que se objetiva una
Ulcera duodenal por la que precisa tratamiento endoscopico
hasta en dos ocasiones.

3. INFORME DEL LABORATORIO

Desde el momento del ingreso lo mas destacable
analiticamente es la anemia grave que presenta con una Hb
de 2,1 g/dL [11,.4-15,1 g/dL] y un hematocrito (Hto) del 7,7%
[34,3-45,2 %], con un volumen corpuscular medio normal. En
la Figura 1 se refleja la evolucion en cuanto a la Hb y Hto
durante el ingreso teniendo en cuenta los distintos episodios
hemorragicos y la transfusion de concentrados de hematies.

A lo largo del ingreso se objetiva en distintos estudios de
coagulacion basica un alargamiento progresivo del tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPa) que inicialmente
estaba dentro de la normalidad, como se puede observar en
la Tabla 1.

Por tanto, teniendo en cuenta el diagnostico diferencial se
llevan a cabo los estudios de coagulacion especial que se
describen mas adelante.
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Figura 1. Evolucion en las cifras de hemoglobina y hematocrito durante el ingreso. Elaboracién propia.

Fecha TTPa (s) [26-39 s]
04/06/2020 22
07/06/2020 27
10/06/2020 30
14/06/2020 32
15/06/2020 34
23/06/2020 48
25/06/2020 68
05/07/2020 104
08/07/2020 160

Tabla 1. Alargamiento progresivo del TTPa desde el ingreso de la paciente hasta el
diagnostico. TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activada. s: segundos Elaboracion

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

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 (Figura 2).

Por tanto, en situaciones de TTPa alargado con un test de
mezclas que corrija mas de un 10% 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 que no corrige tras el test de mezclas, se
debe sospechar la presencia de un inhibidor, tras haber
descartado la presencia de farmacos (heparina, anti-lla
como dabigatran) mediante la realizacion de un tiempo de
trombina. En esta situacion, lo mas probable es que se trate
de la presencia de anticoagulante lapico (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).

propia.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

A continuacién, se describen brevemente las exploraciones
complementarias méas relevantes realizadas durante el
proceso diagnadstico:

- Estudio de coagulacion especial (Figura 3):

Para el estudio del alargamiento progresivo del TTPa que se
produjo durante el ingreso, lo primero en realizarse es un
tiempo de trombina para descartar la presencia de heparina
en la muestra. Tras obtener un tiempo de trombina normal,
se realiza el test de mezclas inmediato obteniéndose un valor
de TTPa de 52 segundos. Dada la ausencia de correccion
con el test de mezclas, se realiza una dosificacion de factores
de la via intrinseca y una determinacion de anticoagulante
lupico. El estudio por métodos coagulométricos pone de
relieve una actividad del factor VIII (FVIII) del 0,6% que tras
mezcla con un plasma normal e incubacion a 37°C durante
dos horas se mantiene en el 1%, siendo el resultado
compatible con la presencia de un inhibidor especifico contra
el FVIIIl. Se realiza también la cuantificacion mediante la
determinacion de Bethesda-Nijmegen obteniendo un titulo de
inhibidor de 30 Unidades Bethesda (UB). La actividad del
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Figura 2. 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. Fl: Fibrinégeno.
Adaptado de: Bernardo Gutiérrez A, 2019.
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Figura 3. Evolucién del TTPa y de la actividad del factor VIII desde el ingreso.
HAA: Hemofilia A aquirida; QT: Quimioterapia; TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activada; s:
segundos. Elaboracion propia.

resto de factores esti dentro del rango de normalidad.
Ademas, se detecta la presencia de anticoagulante lupico
mediante el tiempo de coagulacion del veneno de vibora de
Russell diluido (dVVRT).

- Gastroscopia:

Se visualiza en cara anterior de rodilla bulbar duodenal una
lesion de 25 mm de didmetro, de bordes regulares,
sobreelevados, excavada, con centro de la lesion con
coagulo adherido (Forrest IIb) a pesar de lavados intensos,
de aspecto indeterminado (péptico vs infiltrativo). Se inyectan
6 cc de adrenalina 1/10.000 en bordes de la lesién y 2 cc de
etoxisclerol diluido en el centro de la misma, retrayéndose la
lesion. En la cara posterior de la rodilla bulbar se identifica
Ulcera duodenal con fondo de fibrina (lll) de 15 mm de
diametro, de similares caracteristicas que la anteriormente
descrita sin estigmas de sangrado activo ni reciente.
Segunda porcién duodenal sin alteraciones.

- Cistoscopia con toma de biopsias:

Se observan coagulos intravesicales, el mayor de 4 cm, que
se desprenden con asa y se extraen los fragmentos. Uretra

normal. Vejiga de buena capacidad. Neoplasia vesical que
ocupa todo el trigono y se extiende hacia cara posterior y
cara izquierda. No se identifican los orificios ureterales.

- Anatomia Patolégica de biopsias de vejiga:

Fragmentos de reseccion transureteral (RTU) vesical
compatibles con carcinoma urotelial de alto grado (G3 pT2),
que infiltra capa muscular y muestra imagenes de invasion
vascular.

- TCtéraco-abdomino-pélvico:

Masa vesical (6 cm de didmetro mayor) compatible con
proceso neoplasico con signos de diseminacion ganglionar
infradiafragmética. Hidronefrosis renoureteral grado III/IV
izquierda secundaria a masa vesical. Multiples nédulos
pulmonares sugerentes de metéstasis.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

El diagnostico definitivo tras completar el estudio de
coagulacion fue:
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Hemofllia A adquirida secundaria a neoplasia vesical.
Como otros diagnoésticos secundarios asociados destacan:

Carcinoma urotelial de alto grado de vejiga en estadio IV
(metastasis pulmonares).

Hemorragia digestiva secundaria a Ulceras duodenales
Forrest llb y III.

Anticoagulante lupico secundario a neoplasia vesical.

7. EVOLUCION

La paciente recibi6 inicialmente tratamiento con
metilprednisolona (60 mg/24h) y ciclofosfamida (100
mg/24h), a pesar de lo cual no hubo mejoria de los niveles
de FVIIl. Ademas, dado que la paciente continuaba con
hematuria y sangrado digestivo activo en forma de melenas
a pesar del tratamiento endoscépico, se afiadié tratamiento
hemostético con Eptacog alfa®, un factor VII recombinante
activado (rFVlla), a dosis de 90 pg/kg cada 12 horas. A los 3
dias se inicio el tratamiento quimioterapico para su neoplasia
vesical, consistente en cisplatino (75 mg/m2) y gemcitabina
(1000 mg/m2). Tras esto, la actividad de FVIII mejord
progresivamente en los siguientes controles alcanzando un
nivel de seguridad por encima del 5% a las 4 semanas de
inicio el tratamiento, mejorando concomitantemente la clinica
hemorragica y permitiendo el descenso progresivo del
tratamiento de soporte (rFVlla). A las 6 semanas de
tratamiento la paciente recibi6 el alta hospitalaria con unos
niveles de FVIII del 26% y resolucibn de la clinica
hemorragica. A la semana siguiente la paciente ya habia
normalizado los niveles de FVIII, por lo que se pudo ir
reduciendo paulatinamente el tratamiento inmunosupresor
con corticoides y ciclofosfamida.

Recomendaciones 2009 Protocolo GTH 2010

No obstante, a los 2 meses y tras 2 ciclos de quimioterapia,
la paciente presentd una progresion franca de su proceso
neoplasico con crecimiento local y uropatia obstructiva
bilateral y metastasis 6seas con fracturas patologicas,
presentando un cuadro de deterioro progresivo del estado
general que llevé al éxitus de la paciente.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Segun las dltimas recomendaciones de expertos
internacionales?, para el diagnéstico de HAA hay que
determinar la actividad del FVIII, asi como cuantificar el titulo
de inhibidor mediante la técnica de Bethesda-Nijmegen o
mediante inmunoensayos. Estos ultimos tienen la ventaja de
permitir la determinacién del tipo de inmunoglobulina
implicada, ya que se conoce que los inhibidores de tipo IgA
tienen un mayor riesgo de recidiva. La técnica de Bethesda-
Nijmegen consiste en la mezcla a partes iguales de plasma
del paciente con plasma normal (con FVIII aprox. 100%) junto
a una solucion tampén a pH 7,4 y su incubaciéon durante 2
horas a 37°C. Tras la determinacion posterior del FVIII
residual, el titulo de inhibidor en unidades Bethesda (UB) se
extrapolard 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. A esta
temperatura se favorece la union del inhibidor al FVII,
potenciando asi su efecto.

Con respecto al tratamiento inmunosupresor (Figura 4), las
recomendaciones abogan por el uso de corticoides a dosis
de 1 mg/kg y, en caso de presentar una actividad de FVIII <
1% o un titulo elevado de inhibidor (> 20 UB), afadir
rituximab (375 mg/m?/semanal, 4 dosis) o un agente
citotoxico como la ciclofosfamida (1-2 mg/kg/dia) o el
micofenolato de mofetilo (1 g/dia una semana seguido de 2

Recomendaciones 2020

FVIII 21% Y FVIII <1% O
<20 us/ml >20 uB/ml
1
Corticoides Corticoides +
2 12 linea: 3 semanas Corticoides Ciclofosfamida
_ 3 Corticoides 3 -4 semanas o Rituximab
§ con o sin 3 -4 semanas
E A | Ciclosfamida Corticoides +
8 5 4 - 6 semanas Ciclofosfamida
9 i 3 semanas Anadir Anadir
£ Ciclofosfamida Ciclofosfamida
g 7 o Rituximab si o Rituximab si
no respuesta ho respuesta
8 22 linea: Corticoides +
9 1 Rituximab Rituximab
x4 dosis x4 dosis
10

Figura 4. Recomendaciones sobre tratamiento inmunosupresor en hemofilia A adquirida. FVIII: Factor VIII.

UB: Unidades Bethesda. GTH: Sociedad de hemostasia y trombosis de Alemania-Austria-Suiza Adaptado de:
Tiede A et al. 2020.
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g/dia). En caso de que la HAA sea secundaria a otra causa,
es necesario el tratamiento de la condicion subyacente
ademas del tratamiento inmunosupresor para poder alcanzar
una respuesta adecuada. Ademas, en caso de presentar
clinica hemorragica se recomienda el empleo de un agente
by-pass como el rFVila (90 pg/kg) cada 2-3h o el
concentrado de complejo protrombinico activado (CCPa, 50-
100 mg/kg) cada 8-12h hasta conseguir controlar el sangrado
y, posteriormente, ir desescalando progresivamente.

Para el seguimiento se recomienda la determinacion de
actividad del FVIII mensualmente durante los primeros 6
meses, después cada 2-3 meses durante un afio y
posteriormente cada 6 meses. Hay que vigilar la posibilidad
de recidivas que ocurren en torno al 15-20% en los pacientes
tratados solo con corticoides y, con menor frecuencia, en
aquellos que han recibido agentes citotdxicos o rituximab. En
caso de recidiva, el retratamiento con corticoides a la dosis
inicial con desescalada progresiva suele ser efectivo en la
mayoria de los casos.
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20- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL LINFOMA

LINFOPLASMOCITICO
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Palabras clave: Macroglobulinemia de Waldenstrom, Linfoma linfoplasmocitico, Hiperviscosidad

1. INTRODUCCION

La observacion al microscopio de la extensién de sangre
periférica es fundamental para la orientacién diagndstica de
muchas enfermedades hematolégicas.

Entre las enfermedades hematoldgicas que pueden
encontrarse en sangre periférica, se hallan las neoplasias
linfoides By T maduras que provienen de las células linfoides
de los ganglios linfaticos u otros ganglios linfoides del
organismo.

Las neoplasias linfoides de tipo B y T constituyen un grupo
heterogéneo de enfermedades con caracteristicas clinicas y
bioldgicas diferentes, pero en ocasiones compartidas, lo que
dificulta el diagnostico.

2. BREVE HISTORIA CLINICA

Varén de 59 afios que acude a médico de Atencion Primaria
por astenia, dolor toracico y pérdida de peso. El paciente no
presenta antecedentes personales previos de importancia ni
habitos toxicos de interés. Tampoco se conocen
antecedentes familiares de interés.

Actualmente, el paciente refiere dolor centrotoracico opresivo
de 6 meses de evolucion, no irradiado, que cede con el
reposo y se acompafa de palpitaciones. Inicialmente se
desencadenaba con grandes esfuerzos apareciendo
recientemente tras minimos esfuerzos.

Niega disnea asociada. Ademas, refiere malestar general
con astenia y pérdida de peso de hasta 5 kg en 6 meses.
Niega fiebre, tos o0 expectoracion. También presenta
epistaxis de 5 dias de evolucion, asi como gingivorragia.

En la exploracién fisica el paciente se encuentra eupneico en
reposo, con taquicardia ritmica sin soplos a la auscultacion.
Abdomen blando y depresible, con ruidos hidroaéreos
presentes y normales. No se palpan masas ni megalias.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica solicitada por el médico de Atencidn Primaria
el paciente present6 una hemoglobina de 5,8 g/dL, con
volumen corpuscular medio (VCM) normal, de 83,3 fL [82,5-
97,9] y una concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM) ligeramente disminuida, de 31,4 g/dL [32,6-
35,0].

En cuanto a la serie blanca, se encontrd una ligera elevacion
de linfocitos (4,3x1000/pL) y una distribucion leucocitaria en
el scattergrama (Figura 1) sugestiva de existencia de dos
poblaciones linfocitarias.

Por estas razones, se decide realizar frotis de sangre
periférica. Antes de observar el frotis al microscopio, resultd
llamativo el color de la tincién caracteristico de presencia de
paraproteina (Figura 2) si lo comparamos con el frotis de otro
paciente.

Figura 1. Representacion gréfica del diferencial leucocitario del analizador Beckman Coulter DxH 900. Los
leucocitos se distribuyen en funcion de su complejidad, dispersion lateral de luz (eje de las abscisas) y de su
volumen (eje de las ordenadas). En color azul se representa la poblacion de linfocitos, en rosa la de neutrdfilos
en verde los monocitos y en naranja aparecerian los eosinofilos.
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Figura 2. Diferencia de coloracion tras la tincion con Wright-Giemsa en
extension de sangre periférica con paraproteina (abajo) y sin
paraproteina (arriba). Elaboracién propia.

En el frotis de sangre periférica se observd marcada
presencia de hematies en “pila de monedas” o rouleaux y
linfocitos atipicos, monomorfos, con nucleo excéntrico,
amplio citoplasma basofilo, algunos de ellos con nucleolo
(Figura 3).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Morfolégicamente, los hallazgos en sangre periférica
sugieren descartar mieloma multiple (MM) vs. Linfoma
linfoplasmocitico (LPL).

El MM es una proliferacion clonal de células plasméticas, que
se acumulan en la médula ésea y a nivel 6seo, y secretan
inmunoglobulinas anormales denominadas paraproteinas.

Su aparicién es mas frecuente en la edad adulta y avanzada
y se caracteriza por la presencia de dolores 6seos con
lesiones osteoliticas y fracturas patolégicas, hipercalcemia y
fallo renal. En suero se detecta aumento monoclonal de
inmunoglobulinas 1gG en un 50% de los casos, e IgA en un
20%. En el 75% de los pacientes, se detecta aumento
monoclonal de cadenas ligeras en orina, lo que se denomina
proteinuria de Bence-Jones.
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El recuento de leucocitos y plaquetas es normal o bajo y
suele observarse anemia normocrémica y normocitica. La
observacion del frotis de sangre periférica muestra los
hematies en rouleaux debido al aumento de la concentracién
de inmunoglobulinas. Ocasionalmente puede verse en
sangre periférica alguna célula plasmatica con un citoplasma

intensamente baséfilo y un ndcleo excéntrico. Las células
plasmaticas del mieloma multiple son CD38 y CD138
positivas y CD19 negativo.

Por su parte, el LPL es una entidad en la que se asocia una
gammapatia monoclonal, o paraproteinemia de tipo
inmunoglobulina M (IgM), a una proliferacién monoclonal e
infiltracion de los 6rganos hematopoyéticos por células de
aspecto linfoide o linfoplasmaocitico de tipo B. En la extension
de sangre periférica se puede observar con frecuencia la
presencia de hematies en “pilas de moneda” debido al
componente M (monoclonal). La cifra de leucocitos suele ser
normal y suele apreciarse una moderada anemia normocitica
y normocromica.

El andlisis de sangre periférica pone de manifiesto la
presencia de monocitosis y eosinofilia. La linfocitosis también
es frecuente y los linfocitos tienden a presentar un nudcleo
excéntrico de cromatina poco condensada y un citoplasma

2y

Figura 3. Visién a 40x en microscopio éptico del frotis de sangre periférica donde observamos
hematies en rouleaux (flecha roja) y linfocito atipico con nicleo excéntrico (flecha verde) (A). Vision a
100x en microscopio 6ptico de linfocito atipico con nicleo excéntrico, amplio citoplasma, nucléolo
visible (B). Elaboracion propia.
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amplio y marcadamente basoéfilo. Las células linfoides del
LPL son CD5 negativas.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Ante estos hallazgos, el paciente fue remitido de manera
urgente al Servicio de Urgencias del hospital, donde se
ampli6 el estudio de proteinas mediante electroforesis e
inmunofijacibn en  suero y  determinacién  de
inmunoglobulinas.

El paciente presentaba 11,1 g/dL de proteinas totales [6,4-
8,3] en suero y en la electroforesis de suero se observo
banda monoclonal (Figura 4). En cuanto a la inmunofijacién,
se observaron bandas de precipitacion frente a todas las
cadenas pesadas y ligeras, y paraproteina IgM kappa.
También se realiz6 estudio de cadenas ligeras libres,
resultando una kappa libre en suero de 312 mg/L [3,3-19,4]
y un indice Kappa/Lambda libre de 44,38 [0,26-1,65].

También se solicitdé estudio de aspirado de médula ésea e
inmunofenotipo por citometria de flujo.

Se observa infiltracion en sangre periférica y en impronta de
cilindro por linfocitos atipicos, con morfologia de
linfoplasmocito y aumento de células plasmaticas.

En el estudio de inmunofenotipo celular, tanto en sangre
periférica como en médula ésea, se observé un 33% de
poblacion linfoide B monoclonal kappa, con expresion de
CD20+, CD22+, CD25+, CD38-, CD5-, CD10-.

Por ultimo, se realizé estudio molecular y se detectd la
mutacion L265P en el gen MYD88 mediante PCR en tiempo
real. Esta mutacion es caracteristica de la macroglobulinemia
de Waldenstrom (MW).

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Tras la realizacion del estudio de proteinas y el
inmunofenotipo de sangre periférica y médula ésea, se
diagnostico al paciente de linfoma linfoplasmocitico IgM
kappa y macroglobulinemia de Waldenstrom.

7. EVOLUCION

Se indica recambio plasmatico y tratamiento
inmunoquimioterapico con bendamustina y rituximab en
funcién del aclaramiento de IgM tras el recambio plasmatico.

Actualmente el paciente ha recibido el tercer ciclo de
tratamiento y presenta buen estado general.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El linfoma linfoplasmocitico es una neoplasia de linfocitos B
de pequefio tamafio y células plasmaticas poco comudn que
generalmente afecta a la médula désea y, con menos
frecuencia, al bazo y/o a los ganglios linfaticos. La mayoria
de los pacientes con LPL tienen una IgM monoclonal
circulante que puede conducir a un sindrome de
hiperviscosidad que recibe el nombre de macroglobulinemia
de Waldenstrém.

El LPL representa aproximadamente el 1% de las neoplasias
malignas hematol6gicas en Europa occidental y Estados
Unidos. La mediana de edad es de 65 afios y el 50-60% de
los pacientes son hombres.

La presentacion clinica de los pacientes con LPL es variada
y puede incluir sintomas relacionados con la infiltracion
tumoral, como linfadenopatia, organomegalia o citopenias; o
con la produccién de proteinas monoclonales, como
hiperviscosidad o neuropatia. Aproximadamente un tercio de
los pacientes son asintomaticos en el momento del
diagnostico, aunque las caracteristicas de presentacion méas
comunes incluyen debilidad y fatiga, a menudo debido a la
anemia. Ademas, los pacientes con MW pueden presentar
diatesis hemorragica, neuropatia y sintomas secundarios a
la hiperviscosidad.

Entre los hallazgos de laboratorio més significativos
encontramos:

- En el hemograma, anemia normocitica hormocromica,
presente desde estadios iniciales, principalmente de
etiologia dilucional al incrementarse el volumen
plasmatico. Generalmente, la cifra de leucocitos es
normal con discreta linfocitosis. Los hematies se
presentan aglutinados en “pilas de monedas” o rouleaux

Figura 4. Banda monoclonal en proteinograma de electroforesis de suero.
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debido al componente M. La velocidad de sedimentacion
globular (VSG) se encuentra aumentada debido a la
hiperviscosidad plasmatica.

- En el aspirado medular y biopsia de médula 6sea
normalmente se observa una infiltracion polimorfa
constituida por linfocitos de aspecto maduro, células
linfoplasmocitoides y células plasmaticas que no
superan el 10% de la celularidad total.

- En el inmunofenotipo linfocitario, las células
linfoplasmociticas van a expresar IgM monoclonal y
antigenos de membrana como CD20, CD38, CD19,
CD22 y CD79.

- Anivel genético, es frecuente la delecién de 6q. También
son recurrentes las mutaciones en los genes MYD88 y
CXCRA4. Asi, el estado de mutacién somética definir4
grupos de tumores con diferentes presentaciones
clinicas y tasas de supervivencia.

- En la bioquimica de suero, encontraremos un aumento
de las proteinas totales, secundario al incremento de
IgM.

Clinicamente, observaremos alteraciones de la hemostasia,
como prolongacion del tiempo de hemorragia y alteraciones
en la agregacion debido a la adhesion de IgM a la superficie
plaquetaria.

El diagnostico de LPL se realiza mediante la evaluacion
anatomopatoldgica del tejido afectado, por lo general médula
Osea o los ganglios linfaticos y se emplea una combinacion
de hallazgos histoldgicos e inmunofenotipicos para excluir
otras neoplasias linfoides de células B pequefias con
diferenciacion plasmocitica como el mieloma mdltiple, la
leucemia linfocitica crénica, el linfoma de células del manto,
el linfoma de la zona marginal o el linfoma folicular.

En cuanto al tratamiento, dado que el 80% de la IgM es
intravascular, la plasmaféresis o recambio plasmatico es muy
efectivo para reducir rapidamente la paraproteina y controlar
los sintomas de hiperviscosidad. El tratamiento estandar de
primera linea se ha basado durante muchos afios en los
agentes alquilantes como el clorambucil, el melfalan y la
ciclofosfamida, pero con ellos, la respuesta completa es muy
rara.

La fludarabina, nucleésido analogo de las purinas, se ha
utilizado como primera linea con buenos resultados, asi
como la cladribina. Tanto los agentes alquilantes como la
fludarabina, deben ser evitados si el paciente es candidato a
trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Por dltimo, rituximab es uno de los medicamentos mas
utilizados en la actualidad en la MW. La carencia de efectos
téxicos a largo plazo, de impacto en la movilizacién de
progenitores hematopoyéticos periféricos y de efecto
mieloablativo ha contribuido a su inclusién en el tratamiento
de esta enfermedad. El rituximab, como agente Unico, puede
conllevar a riesgo de un fendmeno conocido como

“llamarada” en el cual se produce un incremento transitorio
de las concentraciones de IgM, conduciendo al sindrome de
hiperviscosidad y haciendo que se requiera plasmaféresis
urgente.

En la actualidad, la mayoria de los pacientes con MW son
tratados con quimioterapia combinada con rituximab. La
ciclofosfamida, la doxorrubicina, la vincristina y la prednisona
junto al rituximab (R-CHOP) es un esquema que ha
reportado rangos de respuesta de hasta 90%. También se ha
realizado un estudio comparativo! entre el R-CHOP y la
combinacién de rituximab y bendamustina, obteniendo
respuestas similares en ambos grupos, pero una respuesta
mas duradera en los casos tratados con bendamustina y
rituximab.

En cuanto al pronéstico, el curso clinico del LPL es indolente,
con una mediana de supervivencia en el rango de 5 a 7 afios.
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MICROBIOLOGIA Y ENFERMEDADES
INFECCIOSAS
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1. INTRODUCCION

La meningits es un proceso agudo causado por
microorganismos que inflaman las meninges (duramadre,
piamadre y aracnoides). Aunque la etiologia mas frecuente
es virica, la meningitis bacteriana (MB) constituye una
urgencia médica que requiere diagnostico y tratamiento
precoz debido a su importante morbimortalidad. En la
mayoria de los casos la MB cursa con liquido cefalorraquideo
turbio o purulento, intensa pleocitosis y predominio de
leucocitos polimorfonucleares. Cuatro de cada cinco casos
de MB ocurren en la infancia, siendo mas frecuente en el
grupo de edad comprendido por debajo de los 10 afios®. La
edad del paciente pediatrico ayuda a orientar el agente
causante del proceso. Por ejemplo, en el periodo neonatal
bacterias como S. agalactiae, enterobacterias
(especialmente E. coli) y Listeria son las principales
responsables?.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Fiebre en nifio con antecedente reciente de meningitis por E.
coli.

2.2 Antecedentes personales:

El paciente permanecio6 ingresado en Neonatologia durante
39 dias con diagnosticos de: ventriculo derecho de doble
salida, estenosis de ramas pulmonares, situacion de
hiperflujo pulmonar, ictericia no isoinmune, hemorragia
subaracnoidea  occipital  izquierda 'y  hemorragia
intraventricular, sepsis y meningitis por E. coli.

2.3 Antecedentes
quirargicos:

neonatales, obstétricos vy

El embarazo fue controlado y se diagnosticé de forma
prenatal una cardiopatia conotruncal tipo doble salida del
ventriculo derecho, con probable fisiologia posnatal de
tetralogia de Fallot. Se realiz6 una cesarea emergente a las
40+6 semanas. Durante el parto la madre presento fiebre,
por lo que se le administr6 antibioterapia con ampicilina,
gentamicina y clindamicina. La puntuacién de Apgar para la
evaluacion del neonato fue de 3/9. El paciente nacidé sin
esfuerzo respiratorio, con latido inferior a 100 pulsaciones
por minuto y secreciones en orofaringe. Se aspiraron
secreciones y se administré IPPV (Intermittent Positive
Pressure Ventilation. Respiracion artificial controlada por
presion) durante menos de 1 minuto, tras lo que comenzo
con llanto y aument6 la frecuencia cardiaca por encima de
los 100 latidos por minuto, por lo que se suspendié la IPPV.

El pH arterial del cordon umbilical fue 7.14, mientras que el
venoso fue 7.21. El peso del recién nacido fue de 3,960 kg.

2.4 Enfermedad actual:

Lactante de un mes acude a Urgencias por fiebre (39,3°C) de
4 horas de evolucion el dia 8/01/2021 tras ser dado de alta
dos dias antes de la UCI neonatal. No presenta dificultad
respiratoria, ni tos, ni rinorrea ni vémitos. Se refiere que el dia
anterior al ingreso realiz6 una deposicion liquida de
coloracién verdosa, realizada con estimulaciéon. Ademas, se
encuentra quejoso y con disminucion de la ingesta desde esa
mafiana. Se sefiala coloracién oscura en labios de nueva
aparicion. Ante cuadro de fiebre sin foco se realiza test de
sepsis (analitica, hemocultivo, sisteméatico de orina,
urocultivo, PCR SARS-CoV-2). Se realiza puncion lumbar,
con sacarosa oral como analgésico, sin complicaciones y sin
medir la presion de apertura, pero observando un goteo
rapido, siendo el liquido ligeramente xantocrémico. Se inicia
tratamiento con Piperacilina-tazobactam (320 mg/kg/dia) +
vancomicina (40 mg/kg/dia), cubriendo una posible infeccion
nosocomial. Dados los hallazgos en el liquido
cefalorraquideo (LCR) se contacta con Microbiologia de
guardia para solicitar Gram urgente y esclarecer si pueden
ser hallazgos residuales del episodio de meningitis previa. En
el gram se observa la presencia de células inflamatorias, sin
visualizar gérmenes T. También se realiza PCR multiplex
donde se incluyen enterovirus, herpes simple 1y 2 vy
bacterias (incluido E. coli), obteniendo resultados negativos
Se mantiene mismo tratamiento sin cambios.

2.5 Exploracioén fisica:

El triangulo de evaluacion pediatrica es estable. El paciente
presenta buen estado general y esta bien hidratado, nutrido
y perfundido, siendo el relleno capilar inmediato. Ademas, se
observa buena coloracién de piel y mucosas, sin presentar ni
exantemas ni petequias. Tampoco muestra signos de
dificultad respiratoria. La fontanela anterior es normotensa.

- Boca: Coloracién marronacea en labio inferior, que
impresiona de sequedad. No presenta cianosis.

- Faringe: normal.

- Otoscopia bilateral: normal.

- Auscultacion cardiaca: ritmica, con soplo sistélico grado
lI-111/VI (conocido previamente).

- Auscultacion pulmonar: buena entrada de aire bilateral y
simétrica, sin ruidos sobreariadidos.

- Abdomen: Distendido, blando, depresible, no doloroso a
la palpacion. No existen masas ni visceromegalias.
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PARAMETROS BIOQUIMICA 11-dic 14-dic 8-ene
: ; 13-ene 19-ene 25-ene 30-ene
(Valores de referencia) (ant.) (ant.) (ingreso)
Glucosa (40-70 mg/dL) <2 1 34 38 36 31 36
Proteinas (0.15-0.45 g/L) 7.28 5.08 2.52 0.58 0.57 0.51 0.81
Hematies (céls/pL) 4747 18 117 8 70 0 2560
Leucocitos (0-10 céls/uL) 48114 410 345 3 10 0 10
Polimorfonucleados (%) 85 85 80 - - -
Mononucleados (%) 15 15 20 - - -
Xantocromia LX LX LX LNX LNX LNX LNX
Lactato (1.1-2.4 mmol/L) - - 1.8 - - -
Tabla 1. Evolucién de los pardmetros bioquimicos de los LCR. Ant.: antecedentes. Elaboracion propia
A 11-dic 14-dic 8-ene
PARAMETROS ; 13-ene 19-ene 25-ene 30-ene
MICROBIOLOGIA (ant.) (ant.) (ingreso)
Slul
. ceélu as. Si Si Si No Escasas No Escasas
inflamatorias
Gram Bacilos No No No No No No
Gram (-) gérmenes gérmenes gérmenes | gérmenes | gérmenes | gérmenes
Bacterias E. coli Cultllv.o E. Coli Cult,lv.o Cult!vp Cult!v_o Cult!vp
estéril estéril estéril estéril estéril

Tabla 2. Evolucién de los resultados de los LCR segun los resultados de Microbiologia.
Elaboracién propia

3. INFORME DEL LABORATORIO

liquido cefalorraquideo, son claves para diferenciar estas dos

Ant.: antecedentes

En la analitica de Urgencias destaca la presencia de PCR de
10.5 mg/dL con PCT negativa y 18.000 leucocitos. La orina
no es patologica. Tras los antecedentes, el ingreso reciente
en Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales y la elevacion
de PCR, se realiza puncién lumbar e ingreso con
antibioterapia empirica. La evolucién analitica de los LCR se
muestra en las Tablas 1y 2.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Sepsis neonatal: La sepsis se define como un estado clinico
amenazante para la vida del paciente, desencadenado por
una infeccion generalizada (probada o sospechada) en la
que existe una respuesta inflamatoria sistémica
desproporcionada que genera disfuncion de uno o mas
Organos vitales. En el periodo neonatal la sepsis y la
meningitis pueden ser indistinguibles. Las pruebas de
laboratorio realizadas, tras la obtencién de una muestra de

entidades y establecer el tratamiento més adecuado.

Meningitis viral: los enterovirus y los herpesvirus son los
agentes causales mas frecuentes. Se presenta de forma
brusca con fiebre y cefalea intensa, que suele acompafiarse
de vémitos. Para llegar a su diagnéstico, ademas de la clinica
se considera el analisis bioquimico y microbiol6gico del LCR
(Tabla 3).

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Se realiza un RMN cerebral observando focos de
hemosiderina y calcificaciones en ambas convexidades
superiores, que parecen estar relacionadas con la evolucion
de la enfermedad previa. También se observa hidrocefalia.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Meningitis Bacteriana Recurrente (E. Coli).
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i:::)s Tipo de células P(rr;);e/;nlja)s Glucosa (mg/dL)
LCR normal <10 <45 35-100
MB > 1.000 " Wi
MV <300 PMN (inicial)/MN | Normal/t Normal
MTBC <1.000 " !

Tabla 3. Diagnéstico diferencial segun las caracteristicas del LCR (MB: meningitis

bacteriana, MV: meningitis virica,

MTBC:

meningitis  tuberculosa, PMN:

polimorfonucleares, MN: mononucleares). Adaptado de Baquero Artigao F, 20112,

7. EVOLUCION

El paciente estuvo ingresado en planta de Infecciosas
durante 47 dias. Desde su ingreso se pauté antibioterapia
intravenosa con meropenem y vancomicina intravenosa,
cubriendo una posible recidiva de meningitis hasta el
resultado del cultivo microbiolégico de LCR. El dia 11/01
crece un bacilo gram negativo, por lo que se deja solo
meropenem. Al dia siguiente se desescala a cefotaxima
intravenosa a dosis meningeas.

Como complicacion derivada del cuadro infeccioso, el
paciente desarrolla hidrocefalia con dilatacion del sistema
ventricular y engrosamiento meningeo. Es valorado de
manera conjunta con Neurocirugia pediatrica, que decide el
implante de un drenaje ventricular externo (13/01) que se
retira el 27/01. Dada la persistencia de ventriculomegalia en
RMN y en las ecografias transfontanelares seriadas, se
decide implantar una  valvula de derivacién
ventriculoperitoneal permanente (30/01). Ambas
intervenciones se realizaron sin incidencias, con buena
recuperacion posterior.

A pesar de la esterilizacion rapida del LCR y a que no hubo
datos de cerebritis ni absceso en las imagenes (debido a la
recurrencia de la infeccion por el mismo germeny a la vision
de meningitis focal en la zona parietal con lesiones de
hemosiderina), se decidi6 mantener antibioterapia
intravenosa hasta completar 6 semanas. El paciente
experimenté buena evolucion clinica con antibioterapia y
desde el implante de la vélvula de derivacion ventriculo-
peritoneal.

Se mantiene asintomatico desde el punto de vista
neuroldgico, con excelente estado general hasta completar
pauta antibiética. Se repite RMN al alta pendiente de informe
definitivo al alta. Se observa ventriculos poco dilatados por lo
que neurocirugia ajusta la valvula sin alteraciones
significativas.

Dada la buena evolucidn clinica, una vez completadas las 6
semanas de tratamiento antibiético, se decide alta
hospitalaria con seguimiento en consultas.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La MB recurrente es una entidad para la cual, algunos
estudios retrospectivos, estiman una prevalencia del 5% del
total de meningitis diagnosticadas. Este porcentaje podria
ser menor en la edad pediatrica, situdndose cerca del 1,5%?.
Los bacilos Gram-negativos (como E. coli) tienen un papel
patogénico inusual fuera del periodo neonatal como causa
de una MB recurrente. Ademas, en este periodo los defectos
anatémicos, principalmente las fistulas y las malformaciones
del tracto urinario, suelen ser la causa de la recidiva del
cuadro. Dado los datos aportados sospechar un MB
recurrente por Gram negativo puede ser una tarea muy
complicada.

Por otra parte, una meningitis parcialmente tratada con
antibidtico puede tener un LCR normal o con caracteristicas
poco sugerentes de etiologia bacteriana. Pruebas como la
PCR en LCR pueden ayudar en Urgencias para orientar la
etiologia del cuadro, pero es importante saber qué genomas
son capaces de detectar. En nuestro caso, hemos
presentado un paciente neonatal manejado inicialmente con
una antibioterapia correcta para tratar una sepsis
(piperacilina-tazobactam + vancomicina) pero no para tratar
una meningitis (pues los antibiéticos no penetraban lo
suficiente en el sistema nervioso central).

Como conclusion podemos establecer que tener en cuenta
los antecedentes clinicos del paciente y conocer las
limitaciones de las pruebas diagnésticas son aspectos claves
para elevar la sospecha de una patologia concreta.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones del sistema nervioso central (SNC)
comprenden: las meningitis (inflamacién de las meninges),
encefalitis (inflamacién del parénquima encefélico asociado
a disfuncién neurol6gica) y meningoencefalitis (ambos).

Estas infecciones pueden tener un origen infeccioso,
inflamatorio o quimico. Cuando se trata de infecciones por
microorganismos, la etiologia puede ser diversa: bacteriana,
virica, tuberculosa, fingica o amebiana. Habitualmente los
microorganismos que desencadenan la infeccion provienen
de un foco primario cercano como puede ser una otitis, o bien
acceden por via hematégena o nerviosa.

Las meningitis se clasifican seguin el perfil temporal en:
agudas si se desarrollan en horas o pocos dias, subagudas
si evolucionan en menos de cuatro semanas, y cronicas si lo
hacen en més de cuatro.

Este capitulo se centra en las sospechas de infeccién aguda
del SNC, aunque el diagnostico diferencial de las meningitis
subagudas y cronicas no difiere sustancialmente de las
agudas.

Las meningitis agudas son consideradas emergencias
médicas que requieren un diagndstico precoz y el inicio de
antibioterapia empirica lo antes posible, ya que se trata de
una enfermedad con una importante tasa de mortalidad,
incluso cuando el tratamiento es el adecuado, esta en torno
al 10-20%. La frecuencia de secuelas neurolégicas como la
sordera o las alteraciones cognitivo-conductuales, visuales o
motoras también es elevada, alrededor del 20-40%.

Epidemiolégicamente, los enterovirus (especialmente D68,
EV71, Echovirus y Coxsackievirus) son la etiologia virica
mas frecuente de las meningitis agudas viricas, sobre todo
en nifios menores de 5 afios y poblacién inmunodeprimida.
Las infecciones por enterovirus presentan estacionalidad y
son mas comunes en los meses de verano. Con menor
frecuencia, pueden causar meningitis algunos herpesvirus
(virus herpes simple tipo 2 fundamentalmente, virus varicela-
zo6ster, Citomegalovirus, virus Epstein-Barr), y con menor
frecuencia los virus de las paperas, virus de la
coriomeningitis leucocitaria y algunos arbovirus. La distincion
entre meningitis y encefalitis se basa en la presencia o
ausencia de una funcién cerebral normal pero muchas veces
las manifestaciones clinicas superponen de manera
indistinguible, se acufia de esa manera el término
meningoencefalitis. Las meningitis asépticas suelen
resolverse espontaneamente sin dejar secuelas siempre que

no esté afectado el tejido cerebral (meningoencefalitis). Las
encefalitis en cambio, cursan con peor prondstico y se deben
fundamentalmente a infecciones por virus herpes simple tipo
1.

La etiologia bacteriana de las meningitis agudas tiene una
distribucién de frecuencias heterogénea segun las edades de
la vida, detallandose a continuacion los microorganismos
mas comunes:

- Edad <3 meses: Escherichia coli K1, Streptococcus
agalactiae (grupo B) y Listeria monocytogenes.

- Edad 1-23 meses: Escherichia coli K1, S. agalactiae
(grupo B), Streptococcus pneumoniae y Neisseria.
meningitidis.

- Edad 2-50 afios: S. pneumoniae y N. meningitidis.

- Mayores de 50 afios: S. pneumoniae, N. meningitidis, L.
monocytogenes y bacilos gram negativos.

Otra consideracion a tener en cuenta es que la epidemiologia
de las meningitis agudas es diferente en el paciente con una
inmunosupresion severa. En esta poblacion, ganan
relevancia las infecciones por VIH, Cryptococcus
neoformans y Mycobacterium tuberculosis.

En el entorno hospitalario, los pacientes con derivaciones
externas de liquido cefalorraquideo (LCR) o a un catéter
epidural pueden desarrollar meningitis nosocomiales por
microorganismos como Staphylocuccus spp, Cutibacterium
acnes, enterobacterias, Pseudomonas spp o Candida spp.

Los programas de vacunacion en nifios y adultos frente
neumococo, meningococo y Haemophilus influenzae han
conseguido cambiar la epidemiologia de la enfermedad en
las ultimas décadas reduciendo la incidencia de infecciones
por estos microorganismos, especialmente de los serotipos
vacunales.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

El paciente es un varon de 55 afios que es trasladado a
urgencias por el SUMMA por un episodio de alteracion
neuroldgica y posterior disminucién del nivel de conciencia.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:
- Diabetes mellitus tipo 2.
- Dislipemia.

- Sindrome de apnea-hipopnea del suefio con presion
positiva continua en las vias respiratorias nocturna
(CPAP, por sus siglas en inglés).
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- Infecciones respiratorias de vias altas, faringoamigdalitis
y sinusitis de repeticion.

- Ingreso en 2014 por una neumonia adquirida en la
comunidad sin filiacion microbiolégica.

2.3 Antecedentes familiares:
No presenta antecedentes familiares relevantes.
2.4 Enfermedad actual y exploraciones fisicas:

Los familiares del paciente refieren que ha presentado tos,
otalgia y fiebre termometrada de varios dias de evolucién en
domicilio

El paciente es atendido en el Servicio de Urgencias con bajo
nivel de conciencia en el box vital, donde se procedi6 a la
permeabilizacion de la via aérea y a su estabilizacion
hemodinamica. Tras asegurar los accesos venosos, se
solicitaron a laboratorio una analitica basica con hemograma,
estudio de coagulaciéon y bioquimica con inclusion de
proteina C reactiva y procalcitonina.

Se extrajeron hemocultivos, se tomd una muestra
nasofaringea para el cribado de infeccion por SARS-CoV-2 'y
se realiz6 una tomografia computarizada craneal urgente
donde se objetivd mas tarde edema cerebral sin otras
lesiones (Figura 1).

Este hallazgo, junto con la clinica presente, hizo sospechar
de una meningitis aguda, por lo que se procedié a pautar
antibioterapia empirica con meropenem (1g/8h iv) y
vancomicina (1.5g/8h iv) para cubrir una etiologia bacteriana
acorde a la edad y estado inmunitario del paciente, ademés
de dexametasona para la inmunomodulacion de la respuesta
inflamatoria. También se pauté levetiracetam 1500 mg/12h
por sospecha de crisis convulsiva.

Se realiz6 a continuacidon una puncion lumbar (PL), prueba
crucial para orientar el diagndstico etiolégico de la meningitis
y su tratamiento. Se obtuvo un LCR de aspecto turbio que
fue enviado a laboratorio para el estudio citobioquimico y
microbiologico. Ante la gravedad del cuadro y la necesidad
de ventilacién mecanica y vigilancia estrecha, el paciente fue
trasladado a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) en
estado de coma.

3. INFORME DEL LABORATORIO
3.1 Pruebas del Laboratorio de Analisis Clinicos:
3.1.1 Analiticas en sangre:

En la analitica de urgencias destacd una leucocitosis de
18.900 células/pl con neutrofilia (89,2%), y elevacion de
proteina C reactiva (24,93 mg/dL) y procalcitonina (15,66
ng/mL).

3.1.2 Citobioquimica del LCR:

Se observd  hipoglucorraquia,  hiperproteinorraquia,
pleocitosis de predominio polimorfonuclear y un lactato
elevado (tabla 1).

3.2 Pruebas del Laboratorio de Microbiologia:

El LCR enviado al laboratorio de Microbiologia, de aspecto
turbio a simple vista, se destino a la realizacion de tincion de
Gram, seguido de un cultivo y de una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

3.2.1 Tincién de Gram del LCR:

Se visualizaron abundantes células inflamatorias y cocos
gram positivos en cadenas, concretamente en forma de
diplococos (Figura 2). Esta tincion de Gram es compatible
con una infeccion meningea por Steptococcus pneumoniae,
agente causal bacteriano mas frecuente en el grupo de edad
del paciente.

3.2.2 PCR multiple en el LCR:

La prueba fue orientada a la deteccion de patégenos
bacterianos y viricos més frecuentes causantes de meningitis
aguda en el adulto inmunocompetente. El resultado de la
prueba fue: deteccion molecular positiva para Streptococcus
pneumoniae.

3.2.3 Cultivo de bacterias del LCR:

El cultivo de la muestra original en agar sangre y chocolate
fue negativo a las 24h, sin embargo, se pudo aislar S.
pneumoniae a las 48h gracias a los medios de
enriquecimiento empleados. Esto se debe probablemente a
que el paciente inici6 tratamiento antibidtico intravenoso 30
minutos antes de la realizacion de la puncién lumbar, por lo
que el crecimiento de este microorganismo se vio dificultado
en los medios de cultivo primario.

Figura 1. Tomografia computarizada craneal en
urgencias, corte axial. Imagen original.
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PARAMETROS (Valores de referencia) Resultado
Glucosa (4-70 mg/dL) <0,1 mg/dL
Lactato (1,1-2,4 mmol/L) 19,9 mmol/L
Proteinas (0,15-0,45 g/L) 7,12 g/lL
Hematies (células/pL) 160 /pL
Leucocitos (células/pL) 9.840 /uL
— Polimorfonucleados - 95%
— Mononucleados - 5%
Xantocromia Liquido xantocrémico

Tabla 2. Parametros bioquimicos del liquido cefalorraquideo.
Elaboracién propia.
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Figura 2. Tincion de Gram en la que se observan células inflamatorias y
diplococos gram positivos. Imagen original.

3.2.4 Hemocultivos:

Los hemocultivos extraidos en la urgencia positivizaron a las
5,6 horas de incubacién, obteniendo asi la confirmacion
definitiva de la etiologia bacteriana que demostré la PCR en
LCR, Streptococcus pneumoniae.

3.2.5 Antibiograma:

El antibiograma se realiz6 por el método disco-placa y E-test
a partir de las colonias del hemocultivo positivo, ya que se
obtuvo un aislamiento un dia antes que en la muestra de
LCR. La interpretacién del antibiograma segun el comité el
European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) para infecciones por S. pneumoniae en meningitis
se muestra en la tabla 2.

3.2.6 RT-PCR SARS-Cov-2:

El resultado de la prueba de PCR en tiempo real (RT-PCR)
fue negativo.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

El diagndstico etiolégico debe estar basado en los siguientes
criterios:

4.1 Historia clinico-epidemiolégica:

En las diferentes edades de la vida los patdégenos
responsables de infecciones de SNC son diferentes.
También influye el estado de inmunosupresion y las vacunas
recibidas. Ofra consideracion a tener en cuenta son los
brotes epidémicos (como los brotes de infeccidn por Listeria
monocytogenes) y los viajes a é&reas donde ciertas
infecciones se consideran endémicas (por ejemplo, la
criptococosis). El contacto reciente con animales, picaduras
de insectos o la historia de infecciones de transmision sexual
o infecciones otorrinolaringolégicas (ORL) son antecedentes
relevantes para contextualizar el cuadro clinico de las
infecciones de SNC. Los pacientes con meningitis
neumocécica habitualmente tienen focos de infeccién
contiguos (infecciones ORL) o a distancia (siembra
hematégena por bacteriemias o neumonias). Algunas
patologias subyacentes se consideran factores de riesgo de
enfermedad invasiva por bacterias capsuladas, tal como la
asplenia, mieloma multiple, diabetes mellitus,
hipogammaglobulinemia, alcoholismo, malnutricion,
hepatopatias o nefropatias cronicas y neoplasias malignas?.
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C.M.I (mg/L) Interpretacion EUCAST

Penicilina 0,008 Sensible
Cefotaxima 0,008 Sensible
Meropenem 0,002 Sensible

Levofloxacino 1 Sensible a dosis aumentada
Clindamicina 0,064 Sensible
Vancomicina 0,25 Sensible
Trimetroprim /Sulfametoxazol 0,064 Sensible

Tabla 2. Antibiograma de Streptococcus pneumoniae en muestra de hemocultivo.
C.M.1.: concentracién minima inhibitoria. Adaptado del informe original.

4.2 Sintomas:

La clinica de las meningitis bacterianas puede solaparse con
los de meningitis causadas por virus, micobacterias, hongos
0 protozoos. La sintomatologia inicial de las infecciones de
SNC puede ser variada, entre los sintomas mas comunes
destacan: fiebre, vomitos, cefalea, meningismo, alteracion
del nivel de consciencia, convulsiones y rash cutaneo, entre
otros. Clasicamente, los sintomas de las meningitis
bacterianas incluyen la triada clasica: cefalea, fiebre y rigidez
de nuca. El curso de la enfermedad aguda, subaguda o
cronica, también estd muy relacionado con la etiologia
infecciosa.

4.3 Pruebas de laboratorio:

La analitica de sangre también puede ayudar a orientar el
diagndstico, por ejemplo, las meningitis bacterianas suelen
cursar con leucocitosis a expensas de una neutrofilia y
elevacion de los reactantes de fase aguda (proteina C
reactiva y procalcitonina, fundamentalmente). Otros
hallazgos en la analitica, como la presencia de alteraciones
de la coagulacion, pueden ser sugerentes de meningitis
producidas por Neisseria meningitidis.

El estudio cito-bioquimico del liquido cefalorraquideo es una
prueba fundamental. Se debe obtener siempre que la
puncién lumbar se pueda practicar de forma segura en el
paciente. La presion de apertura al obtener la muestra, el
namero y tipo de células presentes en el liquido, y los niveles
glucosa y proteinas pueden orientar hacia una meningitis
bacteriana, virica o tuberculosa.

En la tabla 3 se resumen las caracteristicas analiticas en
sangre y liquido cefalorraquideo que permiten realizar un
buen diagnéstico diferencial de las meningitis.

4.4 Pruebas microbiolégicas:

La muestra de liquido cefalorraquideo se puede destinar a
numerosas pruebas de microbiologia, por ello es muy
importante conocer el contexto y la historia clinica del
paciente para derivar la muestra, a menudo escasa, a unas
pruebas u otras. Las pruebas que se pueden realizar son las
siguientes:

4.4.1  Visualizacién microscopica:

- Tincidn de Gram (bacterias y hongos). La sensibilidad de
esta prueba es altamente variable (10-93%)
dependiendo del microorganismo y de la cantidad del
mismo en la muestra. No obstante, es la mas rapida, facil
y economica de la que dispone el laboratorio de
microbiologia (<15 minutos) y puede orientar facilimente
la etiologia infecciosa en el caso de visualizar
microorganismos.

- Tincién de Ziehl Neelsen o auramina (micobacterias).
Bajo la sospecha dirigida de una meningitis tuberculosa,
la rentabilidad de esta prueba es baja, ya que es muy
poco sensible y es preferible destinar la muestra a cultivo
de micobacterias.

- Tincién Giemsa o visualizacion directa. En caso de
sospechas dirigidas de meningoencefalitis por amebas
de vida libre u otros parasitos.

- Visualizacién directa con tinta china. Se puede realizar
en casos de sospecha de infeccién por Cryptococcus

Spp.

4.42  Cultivo de bacterias, hongos y

micobacterias:

El cultivo del microorganismo es la prueba diagnéstica
definitiva que define la etiologia de la meningitis. Ademas,
presenta la  ventaja de poder realizar el
antibiograma/antifungigrama para dirigir la terapia. El
principal inconveniente del cultivo es el tiempo de respuesta
(tiempos de incubacion entre 1-5 dias en caso de bacterias y
més prolongados para los hongos y micobacterias). El cultivo
de virus es una prueba que precisa de instalaciones y
requerimientos exigentes, por lo que en la mayoria de
laboratorios ha sido sustituido por otras pruebas mas rapidas
y sensibles como la PCR.

4.4.3 Deteccion de antigeno:

Algunos test comerciales estan validados para realizar
pruebas de aglutinacion o de inmunocromatografia
especificas de microorganismos.
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Meningitis bacteriana

Meningitis

Meningitis virica
9 tuberculosa

Proteina C reactiva

40-400 mg/l (T1)

<10mg/l 10-100mg/! (1)

Leucocitos en sangre

10-30%10° /ul (T1)

4-10*10° /l 5-15*10°/ul (1)

Presion de apertura del LCR
en PL

20-50 cm H20 (1)

6-30 cm H20 (1) 15-40 cm H20 (1)

Leucocitos en LCR

>1.000 /ul (T1)

10-1.000 /ul (1) 10-1.000 /ul (1)

Proteinas en LCR

>2 g/l (N

<0,06 g/l 1-4 gl (1)

Ratio glucosa sangre/LCR

<0,40 (4)

>0,60 <0,40 ()

Tabla 3. Caracteristicas diferenciales de las meningitis bacteriana, virica y tuberculosa. PL: puncién
lumbar. Las flechas (T) indican la alteracién del parametro respecto a la normalidad.
Adaptado van de Beek D, et al. 20165.

Por ejemplo, el latex que se utiliza para la detecciéon de
Cryptococcus spp o el test que se utiliza para la antigenuria
de S. pneumoniae. Estas pruebas son rapidas (15-20min)
pero a menudo poco sensibles, pues dependen de la carga
microbiana en la muestra.

4.4.4  Pruebas seroldgicas:

Tienen aplicabilidad en las sospechas de neurosifilis
(V.D.R.L.) 0 enfermedad de Lyme (deteccion de I1gG).

445  Técnicas de amplificacién molecular de
acidos nucleicos (TAAN):

La PCR atiempo real es la prueba de amplificacién molecular
méas empleada y extendida en diagndstico microbioldgico
molecular. Puede ser dirigida (detecciéon de un patégeno
especifico por prueba) o mdltiple (detecciones simultaneas
de diferentes patdgenos). Estas pruebas son altamente
sensibles y especificas, ofrecen resultados en cuestion de
horas y permiten la deteccion de patdgenos en pacientes que
ya han recibido dosis antibiéticas previas a la puncion
lumbar. El principal inconveniente lo constituyen los falsos
positivos procedentes de contaminaciones y los falsos
negativos por cargas bajas del microorganismo en la
muestra. Estas situaciones son dificiles de controlar e
interpretar en ausencia de otras pruebas. No obstante,
existen multitud de pruebas comercializadas sencillas de

realizar que aportan informacién una rapida y fiable en el
contexto clinico adecuado, por lo que cada vez estan mas
extendidas en los laboratorios de Microbiologia Clinica.

4.4.6  Otras pruebas microbiolégicas
complementarias al estudio del LCR:

Al tratarse de enfermedades invasivas, el hemocultivo esta
indicado solicitarlo en todos los casos de sospecha de
meningitis bacteriana.

En la figura 3 se muestra un esquema de actuacion ante una
sospecha de infeccion aguda del SNC. En el caso de este
paciente, la etiologia bacteriana de la meningitis junto con el
resto de hallazgos compatibles, hizo posible el diagnéstico
definitivo en cuestion de horas desde su llegada a Urgencias.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
5.1 Valoracidn por otorrinolaringologia:

El tercer dia de ingreso en UVI el paciente fue sometido a
una otoscopia para valorar el posible origen otoldgico del
cuadro meningeo. La prueba revela una otitis media de oido
izquierdo en resolucidn que no precisa intervencion. Este
hallazgo es compatible con una otitis como foco primario.

Analiticas y
hemocultivos

Estabilidad
hemodinamica

TC craneal (si
procede)

Sospecha de infeccion
aguda del SNC
|

| Puncién lumbar (si
procede)

Estudio del LCR
(citobioquimica y
microbiologia)

Valorar ingreso
en UCI

Inicio de cobertura
antibidtica +-
dexametasona

Orientacién diagnéstica
etioldgica

Optimizacion de la
antibioterapia

Figura 3. Protocolo de actuacion ante una sospecha de infeccién aguda de sistema nervioso central en el
Servicio de Urgencias del Hospital Universitario 12 de Octubre. Adaptado de Suarez Pita D, 2016*.
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5.2 Resonancia magnética (RMN):

Se realiz6 RMN que mostré mala evolucion
neurorradiolégica.  El  informe  radiolégico  revelo
meningoencefalitis con empiema frontopariental bilateral con
afectacion cortical y algunas zonas subcorticales con
encefalitis en l6bulos frontales (Figura 4).

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

El diagnostico definivo del paciente fue de
meningoencefalitis neumocécica complicada con empiema
subdural bifrontal con foco primario en otitis media de oido
izquierdo, con bacteriemia asociada.

7. EVOLUCION

Tras el diagndstico etioldgico definitivo, se optimizé la terapia
antimicrobiana con ceftriaxona y vancomicina. Se mantuvo
tratamiento inmunomodulador con dexametasona Yy
tratamiento anticomicial con levetiracetam. Cuando se
recibié el informe del antibiograma de S. pneumoniae (tabla
2) sensible a betalactamicos, se retird la vancomicina y se
mantuvo el tratamiento con ceftriaxona.

A la semana de ingreso el paciente sufrié6 un empeoramiento
respiratorio con nuevos infiltrados en l6bulo inferior derecho
(neumonia nosocomial), por lo que se escal6 el tratamiento
a meropenem y mas tarde se cambié por ceftriaxona y
linezolid para cubrir foco neurolégico.

En un broncoaspirado se aisl6 Burkholderia cepacia
complex, por lo que se afiadié al tratamiento levofloxacino.
Este microrganismo pudo estar implicado en una infeccion
respiratoria nosocomial (traqueobornquitis 0 neumonia
asociada a ventilacién mecénica).

Tras el informe del empeoramiento de la evolucion
neurorradiologica en la RMN con abscesos subdurales, el
paciente fue desestimado por neurocirugia por mal
prondstico neurolégico.

A partir de los 10 dias de ingreso se suspendio la sedacién,
se realizé traqueostomia percutanea, y se desconecté de
ventilacién mecéanica la siguiente semana. Se escalé a
meropenem por presentar un pico febril y aumento de
secreciones respiratorias purulentas.

Tras 30 dias de ingreso en UCI, el paciente fue trasladado a
la planta de Medicina Interna, donde se retir la traqueotomia
percutanea. Actualmente continlia ingresado y evoluciona
favorablemente.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La meningitis aguda sigue siendo una importante
enfermedad a nivel global al a pesar de la eficacia de los
antibidticos actuales, asi como de la disponibilidad de
vacunas conjugadas para los tres patbgenos meningeos mas
comunes. S. pneumoniae sigue siendo la etiologia mas
comun a nivel mundial y representa aproximadamente el 25-
41% de los casos. Este microorganismo coloniza
habitualmente la nasofaringe. Entre el 5-10% de los adultos
y el 20-50% en nifios pueden ser portadores asintomaticos.
La enfermedad neumocdcica invasiva es mas frecuente en
nifios y en mayores de 65 afios.

La prevencion de la enfermedad mediante la vacunacion es
una estrategia eficaz para combatir la morbimortalidad de las
meningitis bacterianas. El riesgo de sufrir una enfermedad
invasiva tiene mucha relacion con el serotipo capsular de la
cepa de neumococo. Actualmente las vacunas existentes
para prevenir la infeccion por S. pneumoniae son la
polisacaridica 23-valente, disponible desde 1983 y la
conjugadas 7-valente desde el afio 2000, sustituida mas

Figura 4. Imagen de resonancia magnética
nuclear cerebral, corte axial. Imagen original.
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tarde por las 10-valente y 13-valente en 2010. Estas vacunas
para nifios y adultos cubren >70% de serotipos causantes de
infecciones invasivas. En Espafia, la vacunaciéon no ha
reducido de forma significativa la incidencia global de la
enfermedad, pero si hay una llamativa disminucién de los
serotipos vacunales en la poblacién infantil. Las meningitis
por neumococo, al contrario que las de meningococo o
Listeria sp., no ocurren por brotes, sino que son mas
constantes en el tiempo.

Otra tendencia importante se trata de la aparicion de
resistencias de S. pneumoniae a betalactamicos, que es
variable en funcién de los efectos de la vacuna conjugada,
pero constituye un problema de salud mundial. En nuestro
medio, la resistencia a betalactamicos es infrecuente. Debido
a la capacidad limitada de los betalactamicos para cruzar la
barrera hematoencefalica, las definiciones de resistencia
actualmente aceptadas consideran el sitio de la infeccién, la
via de administracion del antibiético y la dosis.

En cuanto a diagndstico microbiolégico, la necesidad de
encontrar pruebas que caractericen los microorganismos
implicados en infeccion de una manera rapida y fiable ha
permitido que se exploren campos como la deteccion de
patdgenos por secuenciacion masiva. Esta aproximacion
diagnostica se conoce como metagendmica clinica, y su
principal objetivo en infecciones del SNC es detectar
cualquier microorganismo patégeno (cultivable o no), sin
necesitad de dirigir la prueba a microorganismos especificos,
y mediante una tecnologia analitica fiable®. Una gran ventaja
de estas pruebas es la posibilidad de descubrimiento de
nuevos patdégenos emergentes y la deteccion de resistencias
antimicrobianas y factores de virulencia que pueden orientar
al clinico para el éptimo manejo del paciente. El empleo de
esta tecnologia en las meningitis y encefalitis es prometedor
desde el punto de vista diagnéstico, pues alrededor del 40-
60% de meningitis/encefaliis no se llegan a filiar
microbiolégicamente. La principal limitacion es que hoy por
hoy, aun se trata de técnicas complejas de varios dias de
ejecucion, de andlisis bioinformético complicado y con costes
elevados para una implementacion en rutina de laboratorio.
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1. INTRODUCCION

La orina es una muestra bioldgica de facil obtencion y
constituye un método analitico no invasivo de bajo coste, alta
especificidad y elevado valor predictivo.

El uriandlisis consiste en la deteccion semi-cuantitativa,
mediante tira reactiva, de diversas sustancias presentes en
la orina, y la posterior cuantificacion de los elementos formes
mediante observacion del sedimento. Este andlisis permite
identificar caracteristicas relacionadas con distintas
patologias como: hematuria, piuria, cristaluria, etc.

La hematuria se define como la presencia de sangre en la
orina y puede ser microscopica o macroscopica. Es un signo
muy frecuente que puede acompafiar a la mayoria de
procesos nefrourolégicos y aunque en muchos casos la
causa es inofensiva, la sangre en orina puede indicar un
trastorno grave. En el andlisis de laboratorio, se define por la
presencia de 3 0 mas gldbulos rojos por campo con objetivo
de gran aumento en el estudio microscoépico del sedimento
urinario.

Dentro de las causas mas comunes de hematuria se
encuentran la infeccion del tracto urinario, la hiperplasia
prostética, la urolitiasis e, incluso, la enfermedad neoplasica.

Las parasitosis urinarias no son frecuentes en nuestro medio,
pero el incremento de los fendmenos migratorios obliga a
incluirlas en el diagnéstico diferencial de la hematuria.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Varén de 32 afios que presenta dolor abdominal constante
de un mes de evolucion.

2.2 Antecedentes personales:

El paciente no presenta alergias medicamentosas conocidas
ni habitos toxicos. Es natural de Mali y reside en Espafia
desde hace 11 meses. Presenta un diagndstico reciente de
anemia de células falciformes (hemoglobinopatia SC), con
afectacion ocular (retinopatia) en seguimiento y tratamiento
por Oftalmologia, sin tratamiento hematolégico en el
momento actual.

2.3 Antecedentes familiares:
Desconoce antecedentes familiares.

2.4 Enfermedad actual:

Acude a Urgencias por presentar dolor abdominal constante,
no célico de un mes de evolucién, acompafado de episodios
de aproximadamente un afio de evolucion de hematuria al
final de la miccién.

No presenta nauseas ni vomitos. No refiere sindrome
miccional acompafiante. No refiere relaciones sexuales de
riesgo. No presenta rectorragia ni mucosidad en heces.
Tampoco ha presentado fiebre.

Refiere ocasionalmente dolor 6seo que se agrava con el frio.
No tiene disnea ni tos.

2.5 Exploracién fisica:

El paciente presenta constantes normales y temperatura de
37.7°C, un aceptable estado general y se encuentra
consciente, orientado y colaborador. Se observa ictericia
conjuntival.

En cuanto a la exploracion del abdomen, este se encuentra
blando, depresible, doloroso a la palpacion difusa en
hipogastrio. No hay signos de irritacion peritoneal, pero se
palpa esplenomegalia.

Se le realiza también un tacto rectal en el que no se palpan
fisuras, hemorroides ni hay restos de sangrado activo.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica se objetiva trombocitopenia leve con 121.000
plaquetas, sin anemia y con reticulocitosis (223.2 x1000/ul),
asi como hiperbilirrubinemia (2.8 mg/dL, similar a previas) a
expensas de bilirrubina indirecta, elevacion de LDH (316 U/L)
sin alteracion del perfil hepético y renal y con proteina C
reactiva no elevada (0.17 mg/dL). Se realiza sistematico y
sedimento urinario en el que se objetiva hematuria (>300
hematies por campo).

Destacan multiples uriandlisis realizados en el Gltimo afio con
presencia de hematuria macroscopica.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Al tratarse de un paciente joven recientemente trasladado
desde Mali, la hematuria macroscépica presenta como
posibles etiologias:

- Neoplasia vesical.

- Infecciones bacterianas de las vias urinarias.
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- Litiasis renal.
- Glomerulonefritis IgA.
- Necrosis papilar en contexto de crisis vasooclusiva.

- Infeccion vesical parasitaria.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

En primer lugar, para descartar la existencia de una
neoplasia vesical o una posible litiasis renal, se realiza una
ecografia del aparato urinario en la que no se encuentran
hallazgos significativos mas alla de esplenomegalia de 18 cm
en su eje mayor. A su vez, se solicita la realizacion de un
urocultivo para descartar una posible infeccion bacteriana de
las vias urinarias que resulta negativo.

Para descartar una posible sospecha de esquistosomiasis se
solicita una muestra de orina al paciente en la que se
confirma la presencia de hematuria. A continuacion, se
centrifuga la muestra para la valoracion al microscopio éptico
del sedimento urinario. La orina se concentra en un
portaobjetos con 10 cavidades para la determinacion de
células por pL en la muestra. En ella se observa la presencia
de huevos morfolégicamente caracteristicos de Schistosoma
haematobium (Figura 1).

Como prueba complementaria se solicita serologia de
Schistosoma que resulta positiva.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Ante los resultados de laboratorio junto con el contexto
clinico del paciente se lleg6 a diagndstico definitivo de
esquistosomiasis urinaria.

7. EVOLUCION

El paciente es remitido a consultas de Medicina Interna para
tratamiento y seguimiento. Recibe dosis Unica de
Praziquantel (2800 mg, 40 mg/kg) y actualmente continta
seguimiento en consultas.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La esquistosomiasis o Bilharziasis es una enfermedad
altamente extendida en los trépicos y considerada endémica
en Africa. Se trata de una helmintiasis producida por
trematodos del género Schistosoma. Se conocen 7 especies
de esquistosomas que afectan al hombre: S. haematobium,
S. mansoni, S. japonicum, S. gineensis, S. intercalatum, S.
mekongi y S. malayensis. Todos ellos producen afectacion
digestiva, excepto S. haematobium que afecta al sistema
urinario.

De ellos, los mas relevantes son S. haematobium, S.
japonicumy S. mansoni.

8.1 Ciclo vital:

El ciclo vital (Figura 2) de estos trematodos comienza con la
emision al agua dulce de los huevos del parésito, ya sea a
través de las heces o en la orina. En el agua, estos huevos
maduran hasta eclosionar liberando las larvas inmaduras
denominadas miracidios. Los miracidios penetran en su
hospedador intermediario (caracoles de distinto género
segun la especie), en el que se desarrollan hasta convertirse
en esporocistos y, posteriormente, en la forma infectiva
denominada cercaria. Las cercarias son larvas de cola
bifurcada que pueden nadar en el agua en busca del
hospedador definitivo.

El hombre se infecta a través de la piel intacta tras el contacto
con agua dulce encharcada contaminada. Las cercarias
penetran a través de la piel, por donde llegan a los capilares
y pierden su cola dando lugar a las esquistosomulas, que
viajan a la vena porta del higado, donde maduran hasta
convertirse en adultos que, posteriormente, se emparejan y
migran para depositar sus huevos en los plexos perivesicales
(S. haematobium) o en los plexos mesentéricos (el resto de
especies de Schistosoma). Algunos huevos pueden quedar
atrapados en los tejidos, causando reacciones inmunes y
dafio progresivo a los 6rganos.

'S

& O

Figura 1. Imagen de microscopio optico con objetivo 40x de huevos de
Schistosoma haematobium en orina.
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Figura 2. Ciclo vital de Schistosoma spp. Obtenido de:
https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html

8.2 Manifestaciones clinicas:

La mayoria de las personas infectadas no desarrollan una
enfermedad sintomética. En general, la enfermedad clinica
es causada por la respuesta inmune del huésped a los
huevos migratorios.

Las manifestaciones clinicas de la infeccion se pueden
presentar de distintas maneras:

- Esquistosomiasis aguda:

Se observa entre personas que no viven en &areas
endémicas, probablemente porque no han desarrollado la
inmunidad asociada a la exposicibn temprana. Las
manifestaciones clinicas se presentan entre 2 semanas y 3
meses tras la primoinfeccion, y son debidas a la reaccion de
hipersensibilidad sistémica a los antigenos de esquistosoma.
La sintomatologia incluye fiebre, urticaria, mialgias, cefalea,
tos seca, diarrea, dolor abdominal, eosinofilia y aparicion de
infiltrados en la radiografia de térax. Es raro que aparezca en
pacientes nacidos en areas endémicas.

- Esquistosomiasis cronica:

Esta forma es mas comun entre las personas de &reas
endémicas con exposicién continua. En este caso, el parasito
adulto deja de provocar una reaccién inmune, aunque los
huevos liberados si son capaces de generar una reaccion
granulomatosa local. La gravedad de la enfermedad estara
relacionada con el numero de huevos atrapados en los
tejidos, su distribucién anatdmica, la duracién e intensidad de
la infeccién y la respuesta inmunitaria del huésped. Los
principales organos afectados incluyen el tracto intestinal, el
higado, el bazo, el tracto genitourinario, los pulmones y el
sistema nervioso central.

8.3 Diagndstico de esquistosomiasis:

Los métodos de identificacion de parasitos en muestras
bioldgicas se han basado clasicamente en la observacién de

la morfologia de las diferentes especies parasitarias. Sin
embargo, en el momento actual, existen numerosos métodos
de laboratorio disponibles para el diagndstico de este tipo de
infecciones, pero la microscopia contintia siendo el “gold
standard” para la identificacion de la mayoria de los
parasitos, aunque se dispone de otras técnicas como los test
serolégicos, la deteccion de acidos nucleicos o métodos
basados en el cultivo que pueden ser (tiles.

En el caso de Schistosoma sp., el diagnostico se realiza
mediante la observacion de los huevos en heces u orina. Se
pueden emplear técnicas de concentracion de los huevos
como la de formalina-acetato de etilo, aunque también se
pueden emplear test seroldgicos. Los huevos de S. mansoni
son grandes, con un espoldn lateral cerca del extremo
posterior, los de S. japonicum son mas redondeados y
presentan un espoldon menos sobresaliente y los de S.
haematobium son grandes y presentan un llamativo espolén
terminal.

9. CONCLUSIONES

El Laboratorio de Urgencias tiene un papel esencial en la
orientacion al diagnostico de multitud de patologias, lo que
permite actuar con rapidez a la hora de tomar decisiones
sobre la evolucion de los pacientes.

En este caso, ante la presencia de hematuria persistente en
paciente joven natural de Mali, la sospecha de parasitosis
urinaria pudo confirmarse en pocas horas gracias al analisis
del sedimento urinario. Esto permitié el inicio inmediato del
tratamiento y el alta del paciente del Servicio de Urgencias
que continué el seguimiento en las consultas de
Enfermedades Infecciosas de forma  ambulante.
Posteriormente, el Servicio de Microbiologia, confirmé los
resultados aportados completando el estudio.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades debidas a mutaciones y reorganizaciones
en el ADN mitocondrial (ADNmt) que causan un parte de las
enfermedades metabdlico-hereditarias conocidas como
enfermedades mitocondriales del sistema de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) o de la cadena respiratoria mitocondrial
(CRM), se conocen desde 1988. El resto de enfermedades
primarias del OXPHOS estan causadas por genes del ADN
nuclear (ADNn) que codifican proteinas estructurales del
OXPHOS o proteinas de miltiples vias metabdlicas
necesarias para su correcta funcién y biogénesis. Ademas,
otras variantes identificadas en el ADNmt han proporcionado
una nueva perspectiva sobre la etiologia de las
enfermedades metabdlicas y degenerativas comunes, el
cancer y el envejecimiento?.

El ADNmt codifica 37 genes: 13 que codifican subunidades
de los complejos I, Ill, IV y V del sistema OXPHOS (el
complejo Il posee 4 subunidades codificadas por el ADNn), y
24 que son necesarios para su traduccion?3.

- 7 (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6) de los 45
polipéptidos del complejo I.

- 1(CYB) de los 11 polipéptidos del complejo lIl.

- 3(C01,C02ly CO3)delos 13 polipéptidos del complejo
V.

- 2 (ATP6yATPS8) de los 18 polipéptidos del complejo V2.
- 22 ARNt mitocondriales.

- 2 ARN ribosémicos (ARNr), 12S y 16S para la sintesis
de proteinas mitocondriales.

El ADNmt se encuentra presente en cientos e incluso miles
de copias en las células®. Se trasmite por herencia materna,
es decir, la madre transmite el ADNmt a sus hijos e hijas, y
solo las hijas trasmiten el ADNmt a su descendencia *° y
tiene una tasa de mutaciones mucho mas elevada que el
ADNR®-8,

Al poseer las mitocondrias de las células varias copias del
ADNmt y existir numerosas mitocondrias en cada célula,
hace que se presenten multitud de copias de ADNmt en cada
célula, tejido u érgano, cuyo nimero es variable y depende
en gran medida de las necesidades de energia de ese tejido

u 6rgano. Asi, cuando existe una mutacion patogénica en un
gen del ADNmt puede encontrarse en todas las copias del
ADNmt (homoplasmia), o Unicamente en un numero
determinado de ellas (heteroplasmia o nivel de carga
mutacional). Cuando se habla de mutacion heteroplasmica
quiere decirse que existen varias copias del ADNmt con la
mutacion y varias copias del ADNmt “normales, sin la
mutacion”) en una célula, tejido u 6rgano. Otra caracteristica
del ADNmt es la “segregacion mitdtica” por la cual las
mitocondrias de una célula en cada divisién celular se
reparten en las células hijas aparentemente al azar. Por
ejemplo, una célula que tuviera un 60% de copias ADNmt
con la mutacion, cuando se divide puede dar lugar a células
hijas con cargas mutacionales muy diferentes que pueden
incluir desde células sin la mutacion hasta células con todas
las copias con la mutaciéon (homoplasmicas), o células con
diferentes grados de heteroplasmia. Es por ello que las
células y los diferentes tejidos y érganos de un paciente
pueden presentar cargas mutacionales (niveles de
heteroplasmia) muy diferentes. Ademas, este proceso ocurre
con mas intensidad durante el desarrollo y maduracion de las
células sexuales femeninas hasta la generacion del 6vulo,
por el llamado “efecto de cuello de botella mitocondrial”, lo
que hace que en una mujer que presenta una mutacion
heteroplasmica en el ADNmt cada évulo que genere pueda
presentar una carga mutacional muy diferente y
practicamente impredecible.

Por otra parte, en las mutaciones en el ADNmt ocurre el
“efecto de umbral fenotipico”, que se refiere al minimo
porcentaje de heteroplasmia de una mutacién determinada
que es necesario superar en un tejido u érgano especifico
para que se manifiesten sintomas. Habitualmente, los tejidos
que necesitan mucha energia (por ejemplo el cerebro o el
musculo) tienen un umbral fenotipico bajo (se ven afectados
con niveles de heteroplasmia menos elevados) respecto a
los que tienen menos necesidades energéticas (higado,
rifién); siempre teniendo en cuenta que este efecto es muy
dependiente de cada mutacién particular.

En general, se ha estimado para las enfermedades
mitocondriales una prevalencia de 5-15 casos por cada
100,000 individuos®. En un reciente estudio en Espafia a
nivel nacional'® se estimé una incidencia en casos por millén
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de habitantes (95% intervalo de confianza) para las
enfermedades genéticas mitocondriales, tanto del ADNmt
como del ADNn, para el periodo 2014-2020 de 2.30 (2.14—
2.47), con un valor en la edad pediatrica de 6.34 (5.71-6.97)
y en la edad adulta de 1.36 (1.22-1.50); y se observé una
tasa de incidencia global similar entre la enfermedades
debidas a ADNn y al ADNmt: 1,14 (1,02-1,25) y 1,16 (1,05-
1,28), respectivamente, y que en general los pacientes
pediatricos se vieron afectados con mayor frecuencia que los
adultos, especialmente por mutaciones en genes del ADNn,
y sin embargo, la incidencia en adultos fue levemente menor
que en pacientes pediatricos para las mutaciones de ADNmt.

La aproximacién clasica al diagnéstico de enfermedades
mitocondriales se basaba en la integracién de datos clinicos,
histopatolégicos y bioquimicos y el estudio de unas pocas
alteraciones genéticas (mutaciones mas frecuentes en el
ADNmt y mutaciones en regiones “hot spot”, asociadas a
sindromes clasicos de ADNmt) mediante técnicas de
genotipado (PCR-RFLP o Minisecuenciacion, entre otros) o
secuenciacion Sanger. La biopsia muscular es el tejido
central por sus caracteristicas bioenergéticas y accesibilidad,
y porque permite realizar estudios histoquimicos
mitocondriales y estudios enzimaticos de CRM.

Con el desarrollo de métodos basados en la secuenciacion
masiva (NGS), la identificacion de nuevos genes y
mutaciones en enfermedades mitocondriales ha aumentado
exponencialmente, por lo que el flujo diagnostico y guias de
consenso han cambiado drasticamente. Actualmente se
aconseja como primera linea de actuacion el diagndstico
genético mediante métodos de secuenciacion masiva que
analicen los genes asociados a patologia mitocondrial en
ADN de sangre o de sedimento urinario antes de plantear
otras herramientas diagnosticas mas invasivas. Sin
embargo, algunas lesiones moleculares del ADNmt como
deleciones, mutaciones somaticas o deplecion (pérdida
cuantitativa de moléculas de ADNmt) deben estudiarse en
tejido muscular, hepético u otro que presente los sintomas
pues es donde se expresa la lesiéon, con métodos como
Southern-Blot, PCR larga o Real-Time PCR.

Existen varios repositorios de variantes patogénicas y
polimorfismos en el ADNmt que integran datos de
secuenciacion Sanger y NGS, provenientes tanto de estudios
poblacionales como de pacientes con patologia mitocondrial.
Uno de los més relevantes en el ambito mitocondrial es
MITOMAP!!, También son muy usadas, por ejemplo, las
bases de datos especificas mtDB (Human Mitochondrial
Genome Database)'?, mtSNP Database!®!* y HelixMTdb?®.

2. DESARROLLO DE 120VAR-MITOCONDRIAL

En el Servicio de Genética, con la participacion del
Laboratorio de Enfermedades Mitocondriales del Servicio de
Bioquimica, se ha introducido recientemente la captura y
secuenciacion por NGS del ADNmt de manera simultanea al
ADNnN. De esta manera es posible el analisis del exoma
afadiendo las variantes del ADNmt. Como consecuencia se
ha modificado el pipeline de andlisis del Servicio (KarMa),
afiadiendo un nuevo script que permite el tratamiento de
estas nuevas variantes y la generacion de una base de datos
a partir de las mismas (120VAR-Mitocondrial).

Esta base de datos ha de ser escalable, ya que es necesaria
su ampliacién sucesiva con nueva informacion de cada uno
de los pacientes que se analicen por dicho pipeline.
120VAR-Mitocondrial, a su vez, se integrara en la base de
datos general que gestiona la aplicacion de analisis genético
del Servicio de Genética (JNOMICS).

El esquema de trabajo seguido para generar los resultados
del analisis del ADNmt y gestionar 120VAR-Mitocondrial
puede seguirse segun lo esquematizado en la Figura 1.

Mas detalladamente el proceso comienza con la descarga de
los archivos de anotacion de variantes:

- Mitomap: Se trata de archivos correspondientes a
frecuencias de las variantes, asociacion de variantes a
enfermedades, locus y scores segin Mitotip?®.

- Mitimpact'”8: Es un archivo circunscrito a variantes no
sinbnimas en regiones codificantes. Contiene la
nomenclatura de variantes, anotaciones de multiples
predictores de patogenicidad, datos de conservacion,
etc.

- HelixDB: En él aparecen las frecuencias de las variantes
segln esta base de datos, desdoblandose cuando son
homoplasmicas o heteroplasmicas.

- dbSNP: Contiene la asociacion de las variantes con su
identificador rs.

- Clinvar®: Incluye, entre otros datos, el identificador de
cada variante, la enfermedad/enfermedades con las que
se asocia, cOmo esta clasificada la variante, con qué
grado de respaldo por parte de la comunidad cientifica
esta hecha esta clasificacion, etc.

Posteriormente se disefio un script en bash que se integré en
KarMa. Este script permite la realizacion de los siguientes
pasos:

- Pre-tratamiento de los archivos de anotacion
previamente descargados. Estos archivos se armonizan
para que queden con una estructura de VCF
estandarizada para el paso en si de anotacion.

- Anotacion secuencial de los VCF de los pacientes,
empleando los anteriores archivos, mediante
BCFtools?!, En el caso de la anotacion de los locus,
como los hay solapantes, se empledé BEDtools®?. Se
generan los archivos (Res1, Res2, Res3... ResN).

- Conversion de los archivos resultantes (en formato VCF)
a ficheros de texto con las cabeceras correspondientes
a cada columna de anotacion.

- Adicion de los VCFs de los pacientes a un VCF general
(VCF-120VAR-Mitocondrial), para la actualizacion de
frecuencias y suma de nuevas variantes si las hubiera
(VCF-120VAR-Mitocondrial-actualizado). Este archivo
también se emplea como fuente de anotacién de los
VCFs de los pacientes, para afiadirles la frecuencia de
aparicién en nuestro centro.

- Conversion de VCF-120VAR-Mitocondrial-actualizado a
un fichero de texto (Res 120VAR-Mitocondrial) que
tiene las cabeceras correspondientes a cada columna
de anotacion, para componer la base de datos de

136



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

L L]
L L]
: VCF-120VAR-MITOCONDRIAL E
. VCF1 .
. VCF2 .
KarMA # VCF3 Actualizacion de frecuencias E
L]
' . ek VCF-120VAR-MITOCONDRIAL
. actualizado .
L ] L]
Pact i .
Pac2 . . .
Pac3 - Mitocondriales .
L] L]
3 Anotacién de variantes r
PacN M
"sapsEmwn LA AR AR RENERRERSNERNERSERSESNSESRSERSESSES;};H}} EEEEEEEEEEEEEEEEEERENY

NUEVOS PACIENTES Médulo de

(FASTQ) Res 120VAR-Mitocondrial i andlisis

Res1 ," t
E‘:ﬁg Actualizacién JNOMICS S '

o / Médulo de

ResN ‘,’ - | consultade

JNOMICS “--—~~ 120VAR-
Mitocondrial

Figura 1. Esquema general del procedimiento de generacion de archivos de resultados por paciente y
actualizacién de 120VAR-Mitocondrial. El fichero VCF® de base de datos (VCF-120VAR-Mitocondrial)
actualiza sus frecuencias con cada uno de los VCF de los pacientes que se procesan con KarMa.
Posteriormente, este archivo (VCF-120VAR-Mitocondrial-actualizado) y los archivos VCFs de los
pacientes se anotan con diferentes bases de datos para dar lugar al fichero Res 120VAR-Mitocondrial y
a los diferentes archivos de resultados de los pacientes (Res7, Res2, Res3... ResN). Tanto Res
120VAR-Mitocondrial como Res1, Res2, Res3... ResN seran analizables desde JINOMICS, ya sea
paciente a paciente a través del mddulo de andlisis o en forma global gracias a un médulo disefiado al

variantes mitocondriales propiamente dicha (120VAR-
Mitocondrial).

El archivo VCF-120VAR-Mitocondrial-actualizado constituira
el VCF-120VAR-Mitocondrial en un nuevo ciclo de
procesamiento. Una vez terminado el procesamiento, se
lleva a cabo la subida de los archivos de resultados (Res1,
Res2, Res3... ResN) y de Res 120VAR-Mitocondrial-
actualizado a JINOMICS. Estos archivos de texto se integran
dentro de la base de datos general mySQL de la que se nutre
JNOMICS.

3. EXPLOTACION DE LAS VARIANTES EN
JNOMICS

Una vez actualizada la base de datos que respalda
JNOMICS, los resultados estaran disponibles para su
interpretacion, que puede hacerse a partir de una doble via:
la del paciente de manera aislada (mddulo de analisis) y la
del conjunto de la base de datos de variantes mitocondriales,
a partir de un moédulo desarrollado ad-hoc que permite la
evaluacion de 120VAR-Mitocondrial.

3.1 Médulo de analisis:

En el moédulo de andlisis, las variantes mitocondriales
asociadas al paciente apareceran solamente si cumplen los
siguientes criterios de autoclasificacion (no son excluyentes):

- Aparecer clasificadas en ClinVar como patogénicas o
probablemente patogénicas.

- Aparecer clasificadas en Mitomap dentro de la categoria
“Cfrm”23-26,

Estas variantes podran afiadirse al informe genético final del
paciente si el genetista considera que las variantes,
efectivamente, son de interés clinico tras una valoracion
pormenorizada empleando otras fuentes de conocimiento.

3.2 Médulo de visualizacibn de 120VAR-

Mitocondrial:

Se desarroll6 un moédulo en la aplicacion JNOMICS para la
consulta de 120VAR-Mitocondrial, empleando para ello los
lenguajes de programaciéon HTML, PHP y JavaScript.

En este mddulo existe una péagina principal en donde se
pueden filtrar de manera personalizada las variantes
presentes en 120VAR-Mitocondrial. Se pueden filtrar de
manera acumulativa, pudiendo obtener variantes que
cumplan mas de un criterio (Figura 2). Los filtros disponibles
son:

- Gen(es).

- Tipo de gen(es).

- Estatus de clasificacion de la variante en ClinVar.

- Nombre de la enfermedad o condicién en MitoMap.
- Estatus de clasificacién en MitoMap.

- Frecuencias por base de datos: pudiendo establecer
puntos de corte para las bases de datos de variantes de
MitoMap, HelixDB y 120VAR-Mitocondrial.

- Identificador rs en dbSNP.
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Bienvenido a la Base de datos de variantes mitocondriales. Puedes filtrar las variantes a partir de diferentes parametros, los cuales puedes emplear de manera acumulativa (AND). A

dia de hoy, la base de datos se compone de 377 pacientes y un total de 1513 variantes.
Pulsa para ver las

SELECCIONA PARAMETROS PARA FILTRAR

ENFERMEDADES MITOMAP ESTATUS MITOMAP

= Nothing selected - Nothing selected -

ISNP

GEN(ES) TIPO DE GEN(ES) ESTATUS EN CLINVAR
Nothing selected - Nothing selected - Nothing selected
FR MITOMAP FR HELIX
Benign (299)
Benign/Likely_benign (19)
Conflicting_interpretations_of_pathogenicity (5)
COORD INICIO COORD FINAL

drug_response (2
Likely_benign (61)
Likely_pathogenic (14
not_provided (4

ENVIAR CONSULTA Pathogenic (3)

Uncertain_significance (18)

Figura 2. Pagina de filtrado de variantes. En

seleccionar simultAneamente varias opciones,

Base de datos completa

algunos criterios de filtrado se pueden
sabiendo a priori cuantas variantes los

cumplirian.

- Coordenadas de inicio y de final.

- Posibilidad de ver todas las variantes presentes en
120VAR-Mitocondrial sin ningun criterio de filtrado.

En la tabla resultante (valga como ejemplo lo representado
en la Figura 3) aparecen las variantes caracterizadas por
coordenadas, nomenclatura, datos de los predictores,
frecuencias en las diferentes bases de datos (Mitomap,
HelixDB y 120VAR-Mitocondrial), patologias con las que
estan potencialmente relacionadas, estatus de la variante en
Mitomap, identificador rs, clasificacion segun Clinvar y
Mitomap, qué pacientes la poseen, clasificacion propia y si
existen o no warnings de calidad en la deteccion (variantes
gue no son PASS en el VCF de origen).

A partir de esta tabla es posible acceder mediante enlaces a
diferentes recursos relacionados con las variantes:

- ucsc?,

- Varsome?.
- Mitomap.

- dbSNP.

- ClinVar.

Ademas, se puede visualizar qué pacientes poseen la
variante (si esta no es muy frecuente), si son o no
heteroplasmicas, una breve descripcion clinica del paciente
y un link para un andlisis mas pormenorizado de la variante
y ponerla en contexto con la clinica del paciente que la
posee. Cabe decir que la tabla resultante del filtrado se
pueden seguir filtrando a partir de las columnas gracias al
empleo de una libreria DataTable?® que gestiona las tablas
HTML.

Ademas, existe una segunda péagina en la que se pueden
filtrar las variantes particulares del paciente de una manera
andloga a la explicada anteriormente. La diferencia con la
pagina principal es que aparecen columnas con informacién
adicional:

- Comentarios: apuntes que quiera hacer el usuario al
respecto de la variante.

- Filtro del VCF (PASS, SB, LowDepth...).
- Porcentaje de heteroplasmia.

- Cobertura.

- Descripcion pormenorizada del gen.

- Enlace a PubMed en el caso de que existan
publicaciones relacionadas con esta variante.

- ClinvarlD con enlace a la entrada de la variante en esa
base de datos.

También en esta segunda pagina se puede ver la informacion
clinica completa del paciente y acceder a su informe
genético, existiendo la posibilidad de determinar su
haplogrupo mediante un link a Haplogrep®°.

Por ultimo, es posible visualizar las estadisticas generales de
120VAR-Mitocondrial a través de un enlace al efecto, que
nos lleva a una péagina especifica (Figura 4) en la que se
pueden ver:

- Tipo de variantes detectadas y su nimero.

- Clasificacion de las variantes en ClinVar (cuando exista)
subdividida en clases y numero de variantes en cada
clase.

- Numero de variantes por gen.

- Cuéantas variantes hay por corte de frecuencia
poblacional.

- Distribucién de edades de los pacientes.

- Numero de pacientes que conforman la base de
datos, actualizado mes a mes.
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RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

PARAMETROS DE FILTRADO EMPLEADOS:

Coordenada de inicio: 6000 & Coordenada de fin: 8000 & ClinVar: Benign, Benign/Likely_benign & Estatus Mitomap: Reported.

VARIANTES SELECCIONADAS: 12 /1513

Copy csv Excel PDF Print Search:
Chr*  Start Ref Al Gen Tipo de gen M P i Score (Mitotip) Fr Mitomap Fr Helix (hmp) Fr Helix (htp)
MT 4 G A NT: codificante ¥ m.6150G>A pva3i 23.08% (6/26) 0.44 0.197 0.0056
6150 co1 }
/o MT-
s v %
MT 6253 T C co1 codificante m.6253T>C p-M117T 23.08% (6/26) 1.03 0.5087 0.0036
A MT- = .
MT 6261 G A co1 codificante m.6261G>A p-A120T 26.92% (7/26) 0.72 0.7659 0.0153
s MT-
fi N 9
MT 6267 G A co1 codificante m.6267G>A p.A122T 34.62% (9/26) 0.16 0.1679 0.0138
7 MT- .
« > % % Y .
MT 6285 G A co1 codificante m.6285G>A p.vi28l 26.92% (7/26) 0.23 0.0765 0.0041
Fr120Var Enfermedad (Mitomap) Estatus enfermedad (Mitomap) dbSNP151 ClinVar (significado clinico) 1D pacientes 120_class Warnings (%)
Prostate-
0.265252 = = hm-21NG1676(ESTUDIO
(1/317) Cancer-/-enriched-in- Reported rs879053914 Benign o DEADPKD' )& N/C 100
/ POAG-cohort 0
hm-21NG1536(19 meses.
0.530508 Prostate-
4 Cancer-/-enriched-in- Reported rs200165736 Benign
(2f377) POAG-cohort Talla baja, dificultad aprendizaje,
hipospadias.narinas antevertidas. Pabellones
auriculares discretamente hacia atras. AP de
oiif:ff)z Prostate-Cancer-/-LHON Reported 15201262114 Benign)Likely_benign osteopenia con fracturas patolégicas.
0.265252 hm-21NG1665(Talla
(1/377) Prostate-Cancer Reported rs202216551 Benign baja, dificultad ap...)i N/C NO
hm-21NG1839(Paciente
con anemia hemol...) s Sube
. 7957 -21Ni 7(Muj;
9793158 Prostate-Cancer Reported 15878947044 Benign fim, 21001007 (Wajande NJC

(3/377)

56 afos. Extens.
L A4MRtnEE/12

Figura 3. Muestra de variantes resultantes tras la aplicacién de un filtro que selecciona: variantes que estén
entre las coordenadas 6000 y 8000 del genoma mitocondrial, que ademds sean Benign o
Benign_likely/Benign segun ClinVar y que tengan estatus “Reported” en Mitomap. Existen 12 variantes de
las 1513 de la base de datos que relinen esas caracteristicas.

4, CASOS CLINICOS

A partir de la introduccion del analisis del ADNmt en la rutina
diagnostica se detectaron 4 variantes de interés clinico.

2.1 CASO 1:
1.1.1  Descripcion clinica:

Nifia de 2 aflos y 1 mes, que presenta Sindrome de Leigh. El
cuadro clinico se inici6 a los 13 meses con desviacion de ojo
izquierdo y sospecha de estrabismo. En torno a los 14 meses
presentd un cuadro de hipertonia y temblor sin pérdida de
conciencia de segundos de duracion, que al repetirse acuden
al hospital de referencia donde la ingresan e inician los
estudios. A los 18 meses desarrollé episodios de temblor
cefalico y de tronco sin aparente desconexion del medio (1-2
min de duracién), sin relacion con el suefio, el ayuno u otros
factores. Ademas, presenta desde el inicio del proceso un
estrabismo divergente del ojo izquierdo, con midriasis
arreactiva y ptosis, afebril y sin antecedentes de cuadro

infeccioso.
1.1.2  Hallazgos moleculares:

Se detectd la variante MT-ND5: m.13042G>A (p.A236T) con
una heteroplasmia del 77% a una profundidad de 60X en

ADN de sangre. Ademas, en este caso, se secuencio
previamente en el Laboratorio de Enfermedades
Mitocondriales el ADNmt obtenido de biopsia de musculo
esquelético a alta profundidad. Se detecto la misma variante
con un grado de heteroplasmia del 88% con una profundidad
de 400X.

1.1.3  Apuntes del caso:

La variante se ha descrito en heteroplasmia como patogénica
asociada a diferentes fenotipos: MELAS-MERFF,
Retinopatia, cataratas y neuropatia Optica LHON-like y
Sindrome de Leigh3!-32, Con estas evidencias se consider
que la variante podria ser responsable del fenotipo clinico de
la paciente (con fenotipo bioquimico de cadena respiratoria
en musculo que mostro valores normales de Complejo | pero
cercanos al valor bajo de la normalidad). No se ha detectado
la presencia de la variante mediante secuenciacién Sanger
en muestras de orina y sangre de familiares por via materna,
lo que sugiere que podria tratarse de una variante esporadica
(de novo) en la paciente.
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ESTADISTICAS GENERALES DE LA BASE DE DATOS

VARIANTES POR TIPO

a2
%

@ Codificante
@ RNA
® RNA

@ No
Coaificante

VARIANTES CON CLASIF. EN CLINVAR (425)

VARIANTES POR GEN

® MT-7SDNA
@ MT-ATPS
@ MT-ATPS
@ UT-ATT
® mr-cot
® Mr-co2
® MT-COo3
@ MT-CR

not_provided
@ Benign
@ drug_
response
Likely_benign
@ Uncertain_
® Benign/Likel
Conflicting_
@ Pathogenic
@ Likely_path

"wv

NUMERO DE VARIANTES POR FRECUENCIA

Singletons

0.27-1%

1-10%

>10%

Singletons
numero de variantes: 824

I numero de variantes

500 600 700 800 900
Sube

EDADES DE LOS PACIENTES

Nimem de intividiios

R I S L I A - - I - O O VR

Edad

EVOLUCION DE 120VAR MITOCONDRIAL

Pacientes

B No paciente:

/

12/1/21,12:00 AM

N® pacientes

254

Fecha

Jan
2022 Sube

Fiaura 4. Paadina de estadisticas de 120VAR-Mitocondrial.

2.2 CASO 2:
221  Descripcion clinica:

Varon de 81 afios que presenta Miocardiopatia Hipertréfica
familiar no obstructiva. CF I. Fraccién de eyeccion ventricular
izquierda conservada. Electrocardiograma (07/2021): VI no
dilatado, hipertrofia septal moderada con movimiento
andémalo del SIV. FEVI levemente deprimida. Esclerosis
aortica con |Ao leve. IT leve con HTP moderada. Madre
afecta. Se solicitd, por parte del clinico, un panel de genes
del ADNn relacionados con miocardiopatia hipertrofica.

222 Hallazgos moleculares:

Se detectd, en el gen del ADNn MYBPC3, la variante
NM_000256.3:c.2308+1G>A en estado heterocigoto.

Ademas, en el ADN mitocondrial de sangre, el paciente
presentd la variante MT-ND6: m.14484T>C (p.M64V) con
una heteroplasmia del 84% a una cobertura de 25X.

2.2.3 Apuntes del caso:

El diagnéstico molecular queda establecido con el hallazgo
de la variante en MYBPC3. Pese a que esta variante no se
encuentra publicada en las bases de datos poblacionales
consultadas, si ha sido descrita previamente en numerosos
pacientes afectos de miocardiopatia hipertrofica, estando
clasificada como patogénica en la base de datos ClinVar (ID
42610) por numerosos suscriptores. Sin embargo, se ha de
tener en cuenta la variante mitocondrial indicada a la hora del
consejo genético. Esta variante es una de las 3 mutaciones
comunes que representan el 95% de casos asociados a
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Neuropatia dptica de Leber (LHON)3*35, Esta variante
presenta penetrancia incompleta, puediendo verse afectada
por factores ambientales, genéticos y la edad. En estos
momentos, se estd comprobando el porcentaje de
heteroplasmia mediante técnicas ortogonales (PCR-RFLP
microfluidica y secuenciacion Sanger).

2.3 CASO 3:
2.3.1  Descripcion clinica:

Mujer de 14 afios y 7 meses. Presenta pie cavo, torpeza al
andar, EMG con signos de polineuropatia sensitivo motora
predominio axonal. El hermano de la madre se cae con
frecuencia y presenta también con pies cavos. Se solicité un
panel que contuviera genes relacionados con neuropatias
periféricas/Charcot-Marie-Tooth.

2.3.2 Hallazgos moleculares:

El analisis de las variantes en los genes del ADNn no arrojo
resultados  concluyentes. Se detectd6 en el genoma
mitocondrial en ADN de sangre la variante MT-ATP6:
m.9185T>C (p.Leu220Pro) en homoplasmia (cobertura 45X).

Apuntes del caso: Esta variante esta clasificada como “Cfrm”
en Mitomap y segun ClinVar se asocia a “Leigh-Disease-/-
Ataxia-syndromes-/-NARP-like-disease“.  Existen varias
publicaciones que la asocian con Charcot-Marie-Tooth de
tipo axonal®®%7, como presenta la paciente. Por tanto, este
hallazgo confirmaria el diagnostico.

2.4 CASO 4:
2.41  Descripcion clinica:

Vardn de 59 afios con hipoacusia progresiva desde los 13
afos. Candidato a implante coclear. Historia familiar de
hipoacusia (hermanos).

242 Hallazgos moleculares:

En el ADN mitocondrial se detectd la variante m.1555A>G en
el gen MT-RNR1 (que codifica la subunidad 12S ribosomal
mitocondrial) en estado homoplasmico, con una cobertura en
la posicién de 49X. Esta pendiente el andlisis de variantes en
los genes del ADNnN.

2.4.3  Apuntes del caso:

Esta variante se encuentra clasificada como “drug_response”
en ClinVar y “Cfrm” en Mitomap. Al haberse detectado en el
paciente recientemente, no se puede establecer por el
momento la causa-efecto definitiva, ya que el paciente ain
tiene pendiente el andlisis de los genes del ADNn. Sin
embargo, por si misma, la variante es de evidente interés
clinico, ya que es una variante asociada a sordera
neurosensorial no sindromica por sensibilidad a
aminoglucésidos'®®®, Es informativa, junto a otros
potenciales hallazgos, dado que prevendria en el paciente y
en los familiares que la presenten, la administracion de
antibiéticos aminoglucdsidos ototoxicos.

5. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado e integrado en el Servicio de Genética,
con la participacion del Laboratorio de Enfermedades
Mitocondriales del Servicio de Bioguimica, una base de datos
propia de variantes mitocondriales (variantes presentes en

ADNmt derivado de células sanguineas). 120VAR-
Mitocondrial lleva en funcionamiento desde octubre de 2021,
y en el momento de la redaccién de este articulo (enero de
2022) cuenta con un total de 1513 variantes anotadas e
informacién clinica de los 377 pacientes que aportan las
variantes.

Disponer de una base de datos de estas caracteristicas, que
sigue amplidndose segun vayan afiadiéndose pacientes,
permite tener acceso retrospectivo al histérico de variantes y
determinar cémo se distribuyen las frecuencias de las
mismas en la poblacién que acude a realizarse un estudio
genético en el Hospital 12 de Octubre. El hecho de poder
actualizar periddicamente las fuentes de anotacién permite
determinar si ciertas variantes cambian su estatus clinico y
conocer en qué pacientes se encuentran. De esta manera,
se podria revisar, si procediera, su diagnéstico molecular.

A nivel de investigacion, 120VAR-Mitocondrial podria ser el
punto de partida para llevar a cabo estudios poblacionales,
tales como andlisis del agrupamiento de determinadas
variantes del ADNmt y cédmo responden en los grupos de
individuos. En el plano de la rutina diagnéstica, el hecho de
haber afiadido los genes mitocondriales al analisis del
exoma, ha permitido la deteccion de una serie de variantes
de potencial interés clinico en 4 pacientes hasta la fecha
(1,06% de pacientes).

La principal limitacién son las coberturas alcanzadas en el
genoma mitocondrial. Aunque son suficientes para detectar
variantes, pueden no ser 6ptimas para un analisis minucioso
de su nivel de heteroplasmia. Se trataria, por tanto, de un
procedimiento de cribado (screening). Por este motivo un
resultado negativo no excluiria la existencia de una variante
con un grado de heteroplasmia reducido, y se haria
necesaria un analisis por una técnica que sea capaz de
alcanzar un grado de profundidad suficiente para establecer
conclusiones sdlidas a este respecto. Ademas hay que tener
en cuenta que, por las caracteristicas genéticas particulares
del ADNmt (especialmente la segregacion mitdtica o la
presencia de mutaciones presentes Unicamente en un tejido
particular), y al tratarse de un andlisis restringido al tejido que
se secuencia en la rutina del andlisis de exoma (sangre),
pueden existir variantes mitocondriales que se evidencien en
otros tejidos diferentes y que estén ausentes en células
sanguineas.

Sin embargo, y pese a las limitaciones indicadas, se ha
podido ampliar hasta la fecha el espectro de diagnostico en
4 pacientes, que se van a ver beneficiados de un
asesoramiento genético mas preciso y acorde con su
background genético. A futuro, y como se ha indicado
anteriormente, pacientes ya analizados pueden también
verse beneficiados si el estatus de sus variantes
mitocondriales cambia con el tiempo.
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1. INTRODUCCION

Las porfirias son un grupo de enfermedades derivadas de la
alteracion en la biosintesis del grupo hemo. El grupo hemo
forma parte de moléculas esenciales en el organismo como
la hemoglobina, mioglobina, citocromos y algunas enzimas
(catalasa, glutation peroxidasa, guanilato ciclasa). Esta ruta
biosintética es una de las vias mejor conservadas durante la
evolucion de las especies.

Todas las células nucleadas del organismo pueden
sintetizarlo, sin embargo, la mayor produccidn corre a cargo
de la médula 6sea (80%) y el higado (15%).

La sintesis del hemo se realiza a través de una secuencia de
ocho reacciones quimicas catalizadas por ocho enzimas
distintas, las cuales son codificadas por ocho genes (Figura
1). Cada una de estas enzimas puede presentar alteraciones
gue generan una reduccion parcial o total de su actividad
catalitica.

Esta alteracion enzimatica da lugar (exceptuando la primera
enzima de la via cuya sintesis y actividad se incrementa de

MITOCONDRIA

Glicina + Succinil

forma compensatoria), a distintos tipos de porfirias,
produciendo alteraciones metabdlicas y bioquimicas
derivadas de una Unica deficiencia enzimatica. De este
modo, en cada tipo de porfiria se produce la acumulacion de
alguno de los intermediarios de la ruta metabdlica. Esta
acumulacién es la responsable de los signos y los sintomas
asociados. Ademas, esto deriva en una eliminaciéon excesiva
de porfirinas o sus precursores en orina y heces. Es el grado
de hidrosolubilidad de estos compuestos lo que hace que se
eliminen preferentemente por orina o por heces.

El laboratorio tiene un papel clave en el diagndéstico de las
porfirias, ya que permite confirmar o descartar la sospecha
clinica basada en sintomas poco especificos, como dolor
abdominal, nauseas o eritemas solares. Los patrones de
alteracion bioquimica y el andlisis de porfirinas en liquidos
biolégicos (sangre, orina o heces) permite, no sélo la
confirmacion bioquimica, sino también la clasificacion del tipo
de porfiria.

El diagndstico rapido de porfiria aguda es especialmente
importante cuando se esta produciendo una crisis, porque Si
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Figura 1. Sintesis del grupo hemo, que se encuentra compartimentarizada entre la mitocondria y el citoplasma. Se
muestran las distintas etapas de la ruta biosintética, con las enzimas (azul), los intermediarios (negro) y las
enfermedades asociadas al déficit de cada enzima (rojo). AD, autosdmica dominante; AR, autosémica recesiva.
Obtenido de: Buitraco Jaramillo J. (2009)*.



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

no se instaurara el tratamiento a tiempo, el desenlace puede
ser fatal. Una prueba sencilla, rapida y barata es el test de
Hoesch, que determina cualitativamente en unos segundos
la presencia de un exceso de porfobilinégeno (PBG) en orina.
Esta prueba puede realizarse tanto el laboratorio como en
urgencias, a la cabecera del paciente. Sin embargo, no se
utiliza tanto como se deberia, debido a la baja consideracién
de esta patologia por su escasa incidencia. Con esta prueba,
se puede descartar o confirmar rapidamente una crisis de
porfiria aguda, evitando pruebas y tratamientos innecesarios
gue pueden empeorar la situacioén clinica del paciente.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 21 afios, con dolor abdominal intenso no filiado que
no se autolimita.

2.2 Antecedentes personales:

No presenta antecedentes personales relevantes.
2.3 Antecedentes familiares:

Sin antecedentes familiares a destacar.
2.4 Enfermedad actual:

La paciente presenta desde hace una semana clinica
catarral, odinofagia y tos sin expectoracion autolimitada.
Posteriormente comienza con dolor abdominal en hipogastrio
y diarrea. El dolor se intensifica y se irradia hacia la zona
lumbar.

Debido al empeoramiento de su estado, acude al servicio de
urgencias, y es diagnosticado de gastroenteritis aguda,
iniciando tratamiento con sueroterapia, butilescopolamina y
metamizol. Con ello cesa la diarrea, pero empeora el dolor
abdominal.

Un dia después ante la persistencia del intenso dolor
abdominal, la paciente acude a otro servicio de urgencias,
valordndose la posibilidad de crisis porfirica. Se realiza un
test de Hoesch que resulta intensamente positivo (Figura 2).

ey, — S

Revisando la historia clinica se atribuye como posible
desencadenante los cambios hormonales previos a la
menstruacion. La sintomatologia inicial empeora tras la
administracion de metamizol.

2.5 Exploracién fisica:

La paciente en ese momento no presentaba sintomas
miccionales, salvo orina algo mas oscura, tampoco fiebre ni
alteraciones en la conducta o el animo. En la analitica
realizada no hay hallazgos patologicos a destacar,
manteniendo el sodio en 137 mEq/L.

Se le pauta analgesia con paracetamol y dolantina y
ondansetron para las nduseas. Se mantiene en observacion
para controlar los sintomas y se deriva al servicio de
medicina interna con un grupo especializado en porfirias.

3. INFORME DEL LABORATORIO

A su llegada a urgencias se solicita una analitica completa
con biogquimica, hematologia y coagulacion. Ademas, se
solicita estudio de la orina, con prueba de embarazo y test de
Hoesch.

Respecto a la analitica sanguinea, no hay alteraciones a
destacar, manteniendo el sodio en el limite bajo, pero dentro
del rango de referencia.

En el estudio de orina (Tabla 1), la positividad del test de
Hoesch, confirma un ataqgue de porfiria aguda.
Posteriormente, se cuantifican los precursores 5-amino-
levulinato (ALA) y PBG, encontrdndose ambos elevados
(mas de 5 veces el limite superior de referencia).

El andlisis de las porfirinas totales en orina mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, high
performance liquid chromatography) refleja una elevacion a
expensas de las fracciones uro y coproporfirinas.

El estudio bioquimico se completa con la determinacion de
porfirinas en plasma (barrido fluorimétrico), determinacion de
porfirinas en heces y andlisis genético de las mutaciones

Figura 2. Test de Hoesch positivo con viraje de color hacia rosa-rojizo, indicando la
presencia de porfobilinégeno en la orina y confirmando un ataque agudo de porfiria. Se
utiliza el reactivo de Ehrlich (4-dimetilaminobenzeno diluido en &cido acético y acido
perclérico) que se mezcla con la orina protegida de la luz. Elaboracion propia.

asociadas.
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. Val .
Unidades a ore§ Ingreso Alta Tras accidente
referencia
Screening porfobilinégeno . . . "
- Negativo Positivo Positivo Positivo
(test Hoesch)
Acido delta-aminolevulinico
<=7. . . .
(ALA) mg/L 7.50 41.10 6.18 30.53
Porfobilinégeno (PBG) mg/L <=3.40 135.40 22.7 152.70
Screening porfirinas totales mg/L 10.00 — 200.00 2771.00 820.00 848.00
Creatinina mg/dL 28.00 — 217.00 148.40 138.80 151.90
Coproporfirinas pg/gr creatinina <=150.00 1379.00 737.00 441.00
Uroporfirinas pg/gr creatinina <=30.00 1392.00 83.00 407.00

Tabla 1. Resultados de distintos estudios en varias orinas de la paciente. Al ingreso, durante la primera crisis presenta
un test de Hoesch positivo con una concentracion tanto de precursores (ALA y PBG) como de porfirinas elevada. Al alta
se observa la disminucién de estos valores, que, aunque no llegan a normalizar, se correlaciona con la mejoria clinica.
Ademas, a raiz del accidente de trafico que desemboca en una crisis aguda, se produce una elevacién considerable de

los precursores. En cursiva, resultados fuera del limite de referencia. Elaboracion propia.

El barrido fluorimétrico en plasma muestra un pico de emision
a 620 nm (Figura 3), compatible con porfiria aguda
intermitente (PAIl), coproporfiria hereditaria (CPH) y porfiria
cutanea tarda (PCT). Las concentraciones normales de las
fracciones coproporfirina y protoporfina en heces (Tabla 2),
descartan CPH y Porfiria Variegata, orientando el diagndstico
hacia PAI.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

El cuadro inicial de nalseas y voémitos, junto a dolor
abdominal difuso y persistente, hace necesario descartar la
posibilidad de ataque agudo de porfiria.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Durante su estancia en urgencias se realizé una radiografia
de torax, ecografia abdominal y un electrocardiograma sin
alteraciones significativas.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

El estudio genético detecta una mutacion en el gen HMBS
(que codifica para la hidroximetilbilano sintasa), de herencia
autosOmica dominante. Se detecta en heterocigosis la
variante ¢.331G>A. Esta mutacion ha sido previamente
descrita en las bases de datos como patogénica y
responsable del defecto enzimatico de la enzima
hidroximetilbilano sintasa.

Se realiza estudio familiar, donde se detecta que su madre
es portadora de la misma variante genética.

Tras el diagnostico de porfiria y con el fin de prevenir una
nueva crisis, se proporciona al paciente una serie de
recomendaciones:

— Evitar farmacos denominados porfirinogénicos, Se
recomienda consultar la pagina web:
http://porphyriadrugs.com/ o a su médico antes de
comenzar cualquier tipo de tratamiento. Sobre todo,
tener especial consideracion con los de uso mas coman:

e  Metamizol (nolotil, buscapina compositum).

e Anticonceptivos orales y los anticonceptivos de
emergencia (“pildora del dia después”).

e  Septrim (trimetoprim/sulfametoxazol).

— Dieta rica en hidratos de carbono.

— Recomendable la vacunacion

neumococica.

antigripal 'y anti-

7. EVOLUCION

Durante su ingreso en la planta de medicina interna se ajusta
el tratamiento analgésico con dolantina intravenoso y
antiemético con ondansetrén. Se realizan ciclos de
tratamiento con arginato de hematina, 200mg en cuatro
dosis, con una notable mejoria clinica a partir de la tercera
dosis.

Dado el buen estado general de la paciente, se decide alta
hospitalaria. Se realiza seguimiento con analiticas de sangre
y orina periddicas.

La paciente se mantiene clinicamente estable durante un
tiempo hasta que sufre un accidente de trafico, que le
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Figura 3. Barrido fluorimétrico en plasma. Arriba, perfil normal sin pico de emision; Abajo, perfil patolégico de la paciente,
con un pico de emisién a 620nm. Elaboracion propia.

provoca un latigazo cervical. Una semana después comienza
con dolor abdominal difuso, acompafiado de importante
anorexia, vomitos, estrefiimiento y febricula. Motivo por el
cual acude a urgencias presentando un test de Hoesch
positivo y un notable incremento de los valores tanto de los
precursores, como de las porfirinas totales en orina (Tabla 1)

Debido a la ausencia de hiponatremia, hipertension, ni
alteraciones en el electrocardiograma, se decide actitud
expectante. Se recomienda dieta rica en hidratos de carbono
y se pauta ondansetrén para las nauseas. La evolucién en

las revisiones posteriores es favorable manteniéndose
asintomatica.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Las porfirias son un grupo de enfermedades derivadas de la
alteracion en la biosintesis del grupo hemo.

La clasificacion es compleja, y en la literatura hay descritas
varias combinaciones. Pueden diferenciarse segun la clinica
en dos tipos:

. Val
Unidades a 0re§ Resultado
referencia
. pa/g heces

Coproporfiria <20 6,5
secas

Protoporfiria Hg/g heces <30 21,9
secas

Tabla 2. Resultados del estudio de las fracciones de porfirinas en heces. Los valores se
encuentran dentro de los valores de referencia, lo que es compatible con una PAl y descarta

una CPH o una PV. Elaboracién propia.
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— Agudas. Se caracterizan porque sufren crisis agudas
desencadenadas por algun factor precipitante. Las crisis
se manifiestan con clinica abdominal o alteraciones
neuroldgicas, asociadas a una acumulacion toxica de
precursores (ALA y PBG).

e La PAI, presenta Unicamente clinica neurolégica.

e La CPH y porfiria Variegata son consideradas
porfirias mixtas, ya que pueden manifestarse con
clinica cutanea y/o en forma de crisis idénticas a las
de PAI.

e La porfiia aguda de Doss, de incidencia
extremadamente rara
— Cutaneas. Presentan sintomas exclusivamente

cutaneos, asociados a la fototoxicidad de las porfirinas
acumuladas en la piel. Se incluyen la PCT, la
protoporfiria  eritropoyética (PPE) y la porfiria
eitropoyética congénica (o enfermedad de Gunther). Las
porfirias también suelen clasificarse en hepaticas o
hematopoyéticas segun cual sea el 6rgano o tejido mas
afectado por la acumulacién de estos metabolitos.

Estas porfirias se denominan de origen primario, debido a un
defecto genético en alguna de las enzimas implicadas en la
biosintesis del hemo, con herencias autosémicas
dominantes o recesivas (Figura 1). Las porfirias secundarias,
gue se da con mas frecuencia, derivan de alteraciones
puntuales que modifican la sintesis del hemo y provocan
acumulacion de porfirinas. En este grupo se encuentran la
intoxicacion por plomo (saturnismo), tirosinemia tipo |,
alteraciones del metabolismo del hierro, enfermedades
hepaticas, insuficiencia renal o asociadas a toxicos (alcohol,
arsénicos, drogas,...).

En relacién con el caso expuesto, en este capitulo se va a
hacer una revision de las porfirias agudas. Las porfirias
agudas comprenden cuatro enfermedades: PAI, PV, CPH y
la menos comun, la porfiria aguda de Doss. Son similares ya
gque pueden producir un ataque agudo neurolégico
potencialmente fatal, cuya clinica es indistinguible entre
ellas. Unicamente el anélisis bioquimico y genético permite
clasificarlas correctamente.

Las manifestaciones agudas suelen comenzar con un
intenso dolor abdominal y alteraciones del sistema nervioso
central (agitacion, confusion), sistema nervioso autbnomo
(hipertension, vomitos y estrefiimiento) y sistema nervioso
periférico (debilidad y alteraciones sensoriales).

Ademas, pueden aparecer desequilibrios electroliticos, sobre
todo hiponatremia, arritmias, convulsiones y neuropatia
motora. Si no se instaura tratamiento precoz puede
evolucionar a tetraplejia y muerte por pardlisis de los
musculos respiratorios.

El ataque agudo se suele producir después de la pubertad,
sobre todo en la tercera década de vida y es mas frecuente
en mujeres que en hombres. Se asocian a mutaciones
genéticas, pero requieren de un factor precipitante que
desencadene la crisis. Los factores desencadenantes
pueden ser enddgenos (alteraciones hormonales, ciclo
menstrual.) y exdgenos (farmacos como metamizol, algunos
antibiéticos, anticonceptivos orales, pildora del dia después,
consumo de alcohol, infecciones, estrés, ayuno, ejercicio

fisico). Aunque en algunos casos, se desencadena sin
ninguna causa aparente.

El manejo del ataque agudo consiste en la identificacion y
supresion de los factores precipitantes. El tratamiento es
sintomatico con opiaceos, antieméticos y ansioliticos,
ademas de la correccion de la hiponatremia. Hasta el afio
2020, la administracién de hemina intravenosa era la Unica
terapia aprobada. La hemina inhibe la enzima 4&cido
aminolevulinico sintasa 1 (ALAS1) en el higado,
disminuyendo de este modo la producciéon de ALAy PBG y
su acumulacion. A partir de marzo de 2020, se aprueba la
utilizacién de un nuevo farmaco (Givosiran) para adultos y
adolescentes a partir de 12 afios. Es un acido ribonucleico
de interferencia dirigido a las células del higado para reducir
los niveles de ALAS1.

El diagndstico bioquimico es fundamental, para orientar el
diagnostico.

Para el analisis de los precursores en orina se realiza
inicialmente el test de Hoesch, que consiste en la deteccién
cualitativa de PBG utilizando el reactivo de Ehrlich (4-
dimetilaminobenzeno diluido en &cido acético y &cido
perclérico). Consiste en mezclar 1 mL del reactivo con un par
de gotas de orina aislada (recogida preferiblemente durante
la crisis). Si se produce un viraje de color hacia rosa confirma
la presencia de un ataque agudo de porfiria (Figura 2).
Posteriormente se realiza la cuantificacion de los precursores
(ALA y PBG) mediante columnas de intercambio ionico.

El andlisis de porfirinas totales en orina y sus fracciones se
realiza mediante HPLC en fase reversa con detector de
fluorescencia. La solubilidad de las distintas porfirinas esta
determinada por el numero de grupos carboxilicos que
poseen en el anillo pirrolico. De esta forma se clasifican de
mayor a menor solubilidad en agua en: Uroporfirina (8 grupos
carboxilicos), Heptacaboxiporfirina (7 grupos carboxilicos),
Hexacarboxiporfirina (6 grupos carboxilicos),
Pentacaboxiporfirina (5 grupos carboxilicos) y Coproporfirina
(4 grupos carboxilicos).

El barrido de fluorescencia en plasma es otra de las pruebas
realizadas en el estudio. Para ello se utiliza un fluorimetro
convencional y una muestra de 1-2 mL de plasma obtenido
en tubo de EDTA. El fundamento se basa en que las porfirias
puedan excitarse con luz ultravioleta (a 405 nm) gracias a su
estructura quimica (anillo tetrapirrdlico), y emiten
fluorescencia en un rango de longitudes de onda (de 550 a
700nm). La acumulacidn de un tipo u otro de porfirinas hace
que a aparezca en el barrido de plasma un pico con un
méaximo de emision a diferentes longitudes de onda.

— Un pico entre 634-636 nm sugiere PPE.
— Un pico entre 626-628 nm sugiere PV.

— Un pico entre 619-621 nm orienta hacia PCT, CPH, PAI
o Porfiria de Gunther.

Finalmente, el estudio se completa con la determinacion de
porfirinas en heces. Se utiliza el método de extraccion por
solvente de Holti et al.?, refiriéndose los resultados como ug
de porfirinas por gramo de heces desecadas. De este modo,
se puede diferenciar una CPH (valores elevados a favor de
la fraccion coproporfiria), de una PV (valores elevados a favor
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de la fraccion protoporfiria), de una PAI (valores normales de
ambas fracciones).

Como conclusion, las porfirias son un grupo de
enfermedades raras que presentan una clinica importante y
en ocasiones compleja. Pueden incluso ocasionar un
desenlace fatal, en el caso de las crisis agudas. El laboratorio
tiene un papel fundamental en su estudio, ya que su
diagndstico es bioguimico y genético. Por tanto, es
importante que, en urgencias bajo cualquier sospecha de
dolor abdominal no filiado, acompafiado de vomitos,
estrefiimiento o ansiedad, se debe sospechar el diagnéstico
de porfiria aguda, realizando el test de Hoesch como una
prueba de cribado mas.
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1. INTRODUCCION

El déficit de la enzima adenina fosforribosiltransferasa
(APRT) es un trastorno genético poco frecuente de herencia
autosOmica recesiva que afecta a la ruta de salvamento y al
catabolismo de los nucleétidos de purina. La deficiencia de
APRT se encuentra asociada a la presencia en orina de
elevadas concentraciones de 2,8-dihidroxiadenina, un
metabolito nefrotéxico que precipita formando cristales y/o
célculos urinarios, y que puede conducir al desarrollo de
diferentes afecciones renales.

Las vias de degradacion de los nuclettidos de purina
culminan en la formacion y excrecion urinaria de acido urico
como producto final del catabolismo. La degradacion de los
nucleétidos monofosfato de adenina y guanina comienza con
una reaccion de hidrélisis catalizada por la enzima 5'-
nucleotidasa que conlleva la pérdida del grupo fosfato y la
formacion de los productos adenosina y guanosina,
respectivamente. A continuacion, estos productos sufren un
proceso de desaminacion catalizado por enzimas
desaminasas, asi como un proceso de hidrdlisis del enlace
O-glucosidico catalizado por enzimas nucleosidasas que
conduce a la obtenciébn de D-ribosa y de las bases
nitrogenadas libres hipoxantina y xantina. Finalmente, estos
intermedios son oxidados por accién de la xantina oxidasa o
xantina deshidrogenasa (XDH) a &cido Urico?.

— Las bases puricas libres son en gran parte reutilizadas
para la sintesis de nuevos nucleédtidos en las
denominadas vias de salvamento. El destino metabdlico
de la adenina libre, que procede fundamentalmente de
la dieta y de la biosintesis enddgena de poliaminas, es
la reaccion catalizada por la enzima adenina
fosforribosiltransferasa. En esta via de salvamento, la
adenina libre y el 5-fosfo-a-D-ribosil-1-pirofosfato
(PRPP) reaccionan formando monofosfato de adenosina
(AMP) como producto y liberando una molécula de
pirofosfato (PPi). La deficiencia en la actividad
enzimatica de la APRT produce una acumulacion de
adenina, que sufre entonces una via de degradacion
alternativa en la cual se transforma en 2,8-
dihidroxiadenina (2,8-DHA) mediante una reaccion
catalizada por la enzima xantina oxidasa (Figura 1). La
depuracién renal de la 2,8-DHA es elevada debido,
probablemente, tanto a su filtracion como a su secrecion
tubular. Este metabolito nefrotdxico, que alcanza
elevadas concentraciones en la orina en los individuos

afectados por la deficiencia de APRT, es marcadamente
insoluble y precipita formando cristales?.

El déficit de APRT sigue un patrén de herencia autosémico
recesivo. El gen que codifica la enzima (gen aprt) se
encuentra localizado en el cromosoma 16g24.3. Tiene una
longitud de 2.6 kb, esta formado por cinco exones y cuatro
intrones y tiene una region codificante de 540pb. Se han
definido dos tipos de déficit de APRT en base a la distinta
actividad enzimética observada en extractos celulares in
vitro. Sin embargo, ambos tipos de déficits presentan
manifestaciones clinicas similares e implican una deficiencia
completa de la actividad de la enzima APRT in vivo. El déficit
de APRT de tipo | se caracteriza por una completa deficiencia
en la actividad enzimética tanto in vivo como in vitro y afecta
predominantemente a la poblaciébn caucésica. Por el
contrario, el déficit de tipo Il se caracteriza por una completa
deficiencia in vivo y por una deficiencia parcial in vitro, y se
ha observado casi exclusivamente en la poblacién japonesa.
Los alelos mutados responsables de la enfermedad se han
denominado APRT*QO para el déficit de tipo | y APRT*J para
el déficit de tipo Il. El alelo APRT*QO0 representa un grupo
heterogéneo de mutaciones para las que los pacientes con
déficit de tipo | son homocigotos o heterocigotos
compuestos. APRT*J es un alelo con una mutaciéon de
cambio de sentido (missense mutation) en el exén 5
(Met136Thr). Los pacientes con déficit de tipo Il tienen un
genotipo APRT*J/APRT*J o, con mucha menor frecuencia,
APRT*J/APRT*QO3.

El déficit de la enzima APRT es considerada como una
enfermedad rara a pesar de que se desconoce su
prevalencia  exacta.  Algunos estudios  genéticos
poblacionales han permitido estimar que la prevalencia en la
poblacién japonesa es de 1/27,000, mientras que en la
poblacion caucasica se encontraria entre 1/50,000 y
1/100,000. Estas estimaciones distan en gran medida de los
datos reportados hasta el momento, lo que parece indicar
que el déficit de APRT es una patologia infradiagnosticada.
La mayoria de casos y estudios publicados al respecto
proceden de Japodn, Islandia y Francia. El diagnostico del
déficit de la enzima APRT puede llegar a constituir un reto
debido, no solo al escaso conocimiento o conciencia de esta
patologia, sino también a la variabilidad de la sintomatologia
y de la edad a la que esta se manifiesta. Los datos
proporcionados por los estudios disponibles indican que la
enfermedad puede cursar con episodios de urolitiasis y
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Figura 1. Metabolismo de la adenina en el déficit de la enzima APRT. Elaboracion propia

nefropatia cristalina secundaria al depésito de 2,8-DHA en el
parénguima renal. La nefropatia por 2,8-DHA se encuentra
asociada a una pérdida progresiva de la funcion renal (ERC)
que puede evolucionar a una enfermedad renal en etapa
terminal, siendo preciso didlisis y trasplante. Algunos
pacientes también presentan episodios de insuficiencia renal
aguda, mientras que otros permanecen asintomaticos* > 6,
Los inhibidores de la xantina oxidasa alopurinol y febuxostat
han demostrado ser eficaces como tratamiento, ayudando a
prevenir la progresion de la enfermedad renal, asi como su
reaparicion tras el trasplante, evitando la pérdida rapida de
funcion del injerto”.

El diagndstico del déficit de APRT se basa, principalmente,
en la identificacion de los cristales de 2,8-DHA, que son un
hallazgo inequivoco de esta patologia. Esta identificacion
suele realizarse mediante el examen de los cristales
presentes en la orina o mediante el andlisis de los célculos
urinarios con espectroscopia infrarroja. Si se realiza una
biopsia renal, los cristales depositados en el parénquima
pueden analizarse mediante microscopia de luz polarizada o
microscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIRM).
En el caso de que no sea posible analizar la naturaleza de
los cristales o célculos urinarios, la medida de la actividad
enzimatica de la APRT en lisados de eritrocitos puede
resultar de utilidad en el diagnéstico. Debido a su creciente

disponibilidad y su coste cada vez mas asequible, el
diagndstico genético, consistente en la secuenciacion del
gen aprt en busca de mutaciones patogénicas tras su
amplificacion mediante PCR, también constituye una
alternativa.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 69 afos que acude a consulta de nefrologia para la
revision de su segundo trasplante renal.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales, destacan:

- Hipertension arterial y dislipemia.

- Sindrome de Usher con sordera congénita y retinitis
pigmentaria.

- Insuficiencia renal crénica con inicio de hemodidlisis
hace 15 afios.

2.3 Antecedentes familiares:

Padres consanguineos. Su madre tuvo 3 abortos
espontaneos, dos nifios (un chico y una chica) que fallecieron
antes de los 3 afios (causa desconocida) y 5 hijas. Las dos
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mayores con colicos, sin hipoacusia ni dafio renal aparente.
La tercera fallecio tras trasplante de rifién. La cuarta (caso
indice) es sorda y trasplantada de rifién. La quinta es sorda.

2.4 Enfermedad actual:

Paciente en seguimiento de insuficiencia renal crénica
secundaria a nefritis intersticial crénica.

3. INFORME DEL LABORATORIO

De cara a la consulta con el nefrlogo se le solicitd una
bioquimica general en sangre (perfil hepatorrenal y lipidico),
y el andlisis sistematico y sedimento de orina. A destacar:

De la bioquimica general en suero destacan los niveles algo
elevados de creatinina, con un valor de 1,55 mg/dL.

Respecto a la muestra de orina, los resultados a destacar del
andlisis sistematico semicuantitativo fueron: proteinas 30
mg/dL, pH 5,5 y positivo en leucocitos. En el sedimento
urinario se observaron 53 leucocitos por campo, 3 hematies
por campo, bacteriuria moderada, células epiteliales
frecuentes y cristales de 2,8-dihidroxiadenina (Figura 2A y
2B).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Ante la presencia de los inusuales cristales de 2,8-
dihidroxiadenina, la muestra de orina fue sometida a
diferentes procedimientos rutinarios que permitieran
descartar la posibilidad de que fueran otro tipo de cristales,
granulos de almidén u otro elemento del sedimento urinario.
La adicién a distintas alicuotas de la orina de soluciones de
acido clorhidrico y sosa para acidificar y alcalinizar la muestra

respectivamente, no produjeron en ningun caso la disolucion
de los cristales a estudio. Tampoco fueron tefiidos al afiadir
la solucién de lugol.

Finalmente, y debido a las caracteristicas birrefringentes que
presenta este compuesto, se analiz6 la muestra de orina bajo
el microscopio de luz polarizada, observandose en todos los
campos la caracteristica “cruz de Malta” propia de los
cristales de 2,8-dihidroxiadenina (Figura 2C), confirmandose
la identificacion y por tanto el diagnéstico

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

El servicio de Genética realiz6 a la paciente un estudio
mediante secuenciacion masiva del exoma completo,
filtrando el andlisis para el gen aprt. Mediante dicho estudio
se detecté la presencia de la variante patogénica
€.286_287del (p.Thro6SerfsTerl3) en aparente homocigosis
en el gen aprt. Esta variante consiste en la delecion de dos
nucleétidos que, presumiblemente, tiene como consecuencia
un desplazamiento en la pauta de lectura del ARN mensajero
y la generacion de un codén de parada a 13 codones. Esto
podria provocar que, el ARN mensajero fuera degradado
mediante un mecanismo mediado por variantes sin sentido.
Esta variante se encuentra publicada con muy baja
frecuencia, habiendo tan solo 1 portador de una cohorte de
més de 125000 personas en la base de datos gnomAD. Al
mismo tiempo se ha descrito la presencia de variantes de
pérdida de funcion en el gen como un mecanismo de
patogenicidad. Por todo ellos se concluye quevariantes
patogénicas en el gen aprt se asocian a la deficiencia de
adenina fosforribosiltransferasa.

Figura 2. A y B) Cristales de 2,8-DHA en microscopio 6ptico. C) Cristales de
2,8-DHA en microscopio de luz polarizada. 400x (objetivo 40x, ocular 10x).
Elaboracién propia.
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6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Paciente homocigota para la variante patogénica
€.286_287del (p.Thr96SerfsTer13) en el gen aprt, compatible
con el diagnéstico de deficiencia de adenina
fosforribosiltransferasa (APRT) autosémico recesivo.

7. EVOLUCION

Desde el punto de vista genético, se le recomienda a la
paciente ampliar el estudio en los familiares afectos, si los
hubiera, asi como en aquellos con riesgo de ser portadores.

Desde el punto de nefroldgico, la paciente debe continuar
yendo a revision cada cierto tiempo para evaluar su funcion
renal. Entre los farmacos que se incluyen en su tratamiento
se encuentra el alopurinol, inhibidor de la enzima xantina
oxidasa o xantina deshidrogenasa.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El examen microscépico del sedimento urinario constituye
una parte fundamental del analisis de orina de rutina. Es una
valiosa herramienta diagndstica para la deteccion y
seguimiento de afecciones renales, del tracto urinario y de
otras enfermedades sistémicas. El estudio de la cristaluria
resulta de especial interés para el diagnoéstico de la litiasis
renal y para evaluar la eficacia de las medidas terapéuticas
propuestas a estos pacientes. La cristaluria es un fenémeno
natural que resulta de la sobresaturacion de la orina y puede
ser tan solo un reflejo de una situacién transitoria en la que
exista un bajo volumen urinario o una elevada concentracion
de solutos, sin que su presencia constituya un hallazgo
patoldgico per se. Sin embargo, la formacion de cristales en
los tdbulos renales es un paso inicial necesario en la
formacion de calculos, y la presencia de cristaluria es méas
frecuente en los pacientes formadores de célculos que en las
personas sanas®.

Por otro lado, existen ciertos cristales que no se encuentran
normalmente en la orina y cuya presencia es un claro indicio
de una patologia especifica. Entre ellos destacan los
cristales formados por 2,8-dihidroxiadenina, que constituyen
una manifestacion caracteristica del déficit de APRT. Los
cristales de 2,8-DHA se observan bajo el microscopio 6ptico
como elementos esféricos de tamafio variable, con espiculas
centrales y limitados por un borde oscuro. Presentan un color
pardo-rojizo, aunque a veces tienen una tonalidad mas
amarilla. Su examen mediante microscopia de luz polarizada
resulta de gran utilidad para su identificacion, ya que
muestran una caracteristica cruz de Malta. En caso de que
sea preciso realizar mas pruebas para confirmar el
diagnostico, estos cristales pueden caracterizarse mediante
espectroscopia infrarroja o microscopia infrarroja con
transformada de Fourier.

La identificacién de los cristales de 2,8-DHA en el sedimento
urinario mediante microscopia optica y, fundamentalmente,
mediante microscopia de luz polarizada, es un método
rapido, economico, fiable y no invasivo que puede resultar de
gran valor para el diagndstico del déficit de APRT.

Aunque el déficit de APRT se considera una enfermedad
rara, existen indicios de que es una patologia

infradiagnosticada. En muchos casos, los pacientes no
reciben el diagnoéstico hasta que se ha producido una pérdida
significativa de la funcion renal, o incluso son diagnosticados
en un momento posterior al trasplante. La formaciéon y
concienciacién del personal encargado en relacion a la
identificacion de los cristales de 2,8-DHA en el sedimento
urinario y su reflejo en el informe de laboratorio, podria ser
de gran utilidad en el diagnéstico temprano de esta patologia.
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1. INTRODUCCION

Los linfomas T periféricos representan menos del 15% de
todos los linfomas, siendo el linfoma anaplasico de células
grandes unos de los mas frecuentes, el cual constituye el 3%
de todos los linfomas no Hodgkin en adultos y el 10-20% en
la infancia. Generalmente tienen un comportamiento
agresivo y en aproximadamente el 50-60% presentan
translocaciones en el gen ALK (Anaplastic Lymphoma
Kinase gene), que se localiza en el cromosoma 2p23.

Una complicacion grave del linfoma T anaplésico es el
desarrollo de un Sindrome hemofagocitico (SHF). Esta
complicacion se diagnostica en aproximadamente el 23% de
todos los pacientes con linfomas T y se asocia con un
prondstico significativamente peor. La mediana de
supervivencia global en estos casos es de menos de 1 afio.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Varén de 38 afos, natural de Moldavia, sin antecedentes
personales ni familiares de interés que acude a Urgencias
por sintomatologia B consistente en astenia, sudoracion
nocturna y pérdida de peso, con aparicion de una masa
indurada inguinal izquierda de una semana de evolucién que
asocia dolor irradiado a regién genital.

2.2 Exploracion fisica:

El paciente presenta febricula con tension arterial y
saturacion de oxigeno basal normales. El abdomen es
blando, sin signos de irritacion peritoneal y se palpa
esplenomegalia de 3 traveses de dedo y hepatomegalia de 4
traveses de dedo bajo reborde costal. Ademas, se palpa
masa infrainguinal izquierda de 4 cm, indurada y dolorosa,
no fluctuante, sin signos de infeccion cutanea. No se palpan
adenopatias en otras localizaciones.

3. INFORME DEL LABORATORIO

A su ingreso presentaba un hemograma normal salvo por
linfopenia de 0.4 x1000/ul. Destacaba la elevacion de la
lactato deshidrogenasa (803 U/l), hipertransaminasemia
(AST 82 U/ly ALT 73 U/l), beta-2 microglobulina elevada (5.6
mg/l), alteracién del metabolismo férrico (ferritina de 971
ng/ml, con hierro de 49 ug/dl) y elevaciéon de vitamina B12
(803.30 pg/ml). El resto de parametros son normales.

En los primeros dias de ingreso el paciente presenta
importante  deterioro respiratorio con aparicion de
insuficiencia respiratoria aguda que requiere ingreso en

Unidad de Cuidados Intensivos para recibir oxigenoterapia
con gafas nasales de alto flujo. Se asocian también picos
febriles persistentes por lo que se inicia cobertura antibiética
de amplio espectro.

Analiticamente desarrolla citopenias con progresiva
profundizacion (nadir de hemoglobina 9,6 g/dL, plaquetas 66
x 1.000/uL y neutrofilos 800 x 1.000/uL). Se objetiva un
rapido y grave empeoramiento del perfil hepatico,
alcanzando unas transaminasas de ALT/AST 1206/1139 U/I,
una gamma-GT de 1296 U/l, una fosfatasa alcalina de 887
U/l'y una bilirrubina de 3,7 mg/dL. La LDH alcanza su maximo
en 2275 U/I. También se elevan los reactantes de fase aguda
(Proteina C Reactiva 11,44 mg/dL y ferritina 28.519 ng/ml).
La evolucién de los parametros analiticos se muestran en las
figuras 1y 2.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Con la sospecha de un sindrome hemofagocitico (SHF), se
solicita un CD25 soluble que resulta elevado (3691 U/ml),
una extension de sangre periférica en la que se observan
macroéfagos circulantes (Figura 3) y un estudio de médula
O6sea en el que se objetivan datos de hemofagocitosis
(Figuras 4 y 5). Aplicando el H-Score, como herramienta
diagndstica orientativa de SHF, se obtiene una puntuacion
de 271 (probabilidad >99%). Ver tabla 1.

En el diagnéstico diferencial del SHF secundario se
encuentra el asociado a neoplasias hematoldgicas,
enfermedades autoinmunes e infecciones por bacterias,
micobacterias o virus.

- Neoplasias hematoldgicas: se ha descrito SHF en
linfomas B y T, sindromes mielodisplasicos, linfoma de
Hodgkin y leucemias agudas. La prevalencia de SHF
secundario en las neoplasias hematoldgicas puede ser
de hasta un 0.9%, siendo mas elevada en linfomas no
Hodgkin B (linfoma intravascular de células B y linfoma
de células B sin afectacion adenopatica) o T (linfoma
nasal de células T/NK o subtipo paniculitis-like).

- Enfermedades autoinmunes: cuando asocian un SHF,
nos referimos a él como sindrome de activacion
macrofagica (SAM). Frecuentemente es
desencadenado por el lupus eritematoso sistémico,
aunque otras asociaciones menos habituales son la
artritis reumatoide, la artritis idiopatica juvenil sistémica,
la polimiositis, la dermatomiositis, la esclerosis
sistémica y la vasculitis. Se puede desarrollar SAM en
cualquier momento del curso de la enfermedad, incluido
el debut.
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Figura 1. Evolucion analitica de los parametros hematimétricos mas relevantes desde el
momento del ingreso. Elaboracion propia.

LDH y perfil hepatico

2500 4
3,5
2000
3
1500 2,5
2
1000 15
w00 x ‘L :
L‘ etoposido CHOP 0,5
DX
0 0

Dia24 Dia28 Dia30 Dia31 Dial Dia2 Dia3 Diad4 Diad Diae Dia7

—8—I1DH (U/l) =—#=ALT/AST (U/l) =—8=GGT(U/l) =—®—FA(U/l) =—#=Bilirubina ma/dL)

Figura 2. Evolucién analitica del perfil hepatico desde el momento del ingreso.
Elaboracion propia.

LTy

° 000 %o

Figura 3. Macréfago objetivado en frotis de sangre
periférica.

|
a1



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

Figuras 4 y 5. Histiofagocitosis en aspirado de médula 6sea.

- Infecciones: las virales son las que causan mas
frecuentemente SHF, seguidas de las infecciones por
micobacterias (Mycobacterium tuberculosis), bacterias
(Rickettsia, Escherichia coli) y hongos (histoplasmosis).
La primoinfeccién por el virus Epstein Barr (VEB) es el
proceso primario objetivado mas frecuentemente y se
cree que es debido a la proliferacion clonal e
hiperactivacion de las células T infectadas por el virus.
Otros virus relacionados son el citomegalovirus, el virus
de la inmunodeficiencia humana, el parvovirus, los virus
de la familia herpes, el virus influenza, el SARS-CoV-2
y el norovirus.

- latrogenia: trasplante solido o de médula o6sea,
inhibidores del check-point, anticuerpos biespecificos,
CAR-T...

En nuestro caso, la presencia de sintomatologia B, una masa
adenopatica en localizacién inguinal con
hepatoesplenomegalia palpable a la exploracion fisica, junto
con la elevacién de la beta-2-microglobuilna y en ausencia

de antecedentes relevantes o iatrogénicos, nos hace
sospechar una neoplasia hematolégica subyacente tipo
linfoma.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
5.1 TAC toraco-abdomino-pélvico:

Se objetiva hepatoesplenomegalia y adenopatias de
localizacion retroperitoneal e iliaca. La mas llamativa a nivel
del canal femoral izquierdo de localizacién superficial.

5.2 Anatomia patolégica de biopsia con aguja
gruesa de adenopatia inguinal:

Se observan células linfomatosas (Figura 6) de fenotipo T
que coexpresan CD8, CD30 y ALK (citoplasmatico y
nuclear). Hay presentes foliculos linfoides residuales en
asociacion con la red de células dendriticas, que se
encuentra distorsionada. También se observan abundantes
histiocitos acompafiantes y linfocitos citotoxicos (CD8+,

Figura 6. Célula linfomatosa objetivada en el aspirado de

médula ésea de nuestro paciente.
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perforina+, granzyma+). Presenta un indice proliferativo
(MIB1) del 15-20%. El estudio FISH muestra translocacion

del gen ALK.

5.3 Biopsia de médula ésea:

| Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

El estudio citolégico de médula 6sea (MO) muestra de forma
aislada células de habito linfoide atipicas, compatibles con
linfoma de alto grado, sin embargo, el estudio histolégico no
muestra infiltracion por linfoma. Si se observan abundantes
imagenes de hemofagocitosis.

Variables Criterios diagndsticos Score
., VIH+ o terapia inmunosupresora de larga evolucién (glucocorticoides,

Inmunosupresion . . +18

ciclosporina...)

Hepatomegalia o0 esplenomegalia +23
Organomegalia

Hepatomegalia y esplenomegalia +38

Bicitopenia +24
Citopenias?

Pancitopenia +34

. . 2000 - 6000 ng/ml +35

Ferritinemia

> 6000 ng/ml +50

130 - 350 mg/dL +44
Triglicéridos

> 350 mg/dl +64
Fibrin6geno < 250 mg/dl +30
AST > 30 U/L +19
Aspirado MO Con Hemofagocitosis +35

38.4 — 39.4°C +33
Temperatura corporal

> 39.4°C +49
Si el score > 169: sensibilidad 93% y especificidad 86% para el diagnostico de HLH.
aHemoglobina < 9.2 g/dl; leucocitos < 5 x109/L; plaquetas < 110 x109/L.

Tabla 1. Varibles aplicadas en el H-Score(1).
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6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Linfoma T anaplasico de células grandes ALK positivo con
sindrome hemofagocitico secundario.

7. EVOLUCION

Con el diagnoéstico de SHF y debido al deterioro de la funcion
hepatica, se inicia tratamiento con dexametasona y
etopésido a 150mg/m?. Tras la confirmacién del diagnéstico
de linfoma anaplasico T de células grandes ALK+ se inicia
tratamiento quimioterapico con vincristina, adriamicina,
ciclofosfamida y corticoides.

Tras instaurar estas medidas terapéuticas, se objetiva
progresivo descenso de enzimas hepaticas, LDH, PCR,
ferritina y mejoria de las citopenias. Ademas, a la exploracion
fisica destaca disminucion del tamafio del conglomerado
inguinal.

En los siguientes ciclos, se maodifica el tratamiento
quimioterapico, suspendiéndose vincristina y afiadiéndose
brentuximab vedotin.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El linfoma T anaplasico de células grandes ALK+ esti
constituido por linfocitos T citotoxicos activados. La
traslocacion cromosomica que afecta a la region 2p23,
produce la activacion constitutiva de la proteina ALK. Este
linfoma es mas frecuente en las primeras tres décadas de la
vida y muestra predominancia por el sexo masculino (1,5:1).
El 70% de los pacientes se diagnostica en estadio IlI-IV.
Afecta tipicamente territorios ganglionares (perfiéricos y
abdominales) y extragranglionares como piel, hueso (30%
afectacion medular), partes blandas, pulmones e higado. Al
debut el 75% de los pacientes presenta sintomatologia B,
especialmente fiebre alta.

En lo que respecta al diagndstico, en el 60% de los casos la
anatomia patolégica describe una proporcion variable de
células grandes con citoplasma claro amplio y nucleo
excéntrico arrifionado, cromatina finamente agrupada o
dispersa con multiples nucleolos y una region eosinofilica
perinuclear. Otros patrones de morfologia tumoral son el
linfohistiocitico (10%), el de célula pequefia (5-10%),
Hodgkin-like (3%) y el patron compuesto (15%), en el que se
combinan varios patrones en la misma biopsia.

Por inmunofenotipo, las células tumorales son positivas para
CD30, EMA y para uno o varios antigenos de célula T (CD2,
CD4 y CD5 suelen ser positivos, sin embargo CD3 y CD8
suelen ser negativos). La mayoria de los casos también son
positivos para los antigenos citotéxicos (TIAL, granzyma B,
perforina), siendo normalmente BCL2 y VEB negativos
(EBER, LMP1). En cuanto a la proteina ALK, su expresion
esta ausente en todas las celulas humanas postnatales,
salvo raras células cerebrales, por lo que Ia
inmunohistoquimica con anticuerpos anti-ALK ha suplantado
los estudios moleculares para el diagnéstico de este linfoma.
Es tipico que con esta tincion se tifian tanto el citoplasma
como el ndcleo.

En cuanto al estudio genético, el gen ALK codifica un
receptor tirosina quinasa perteneciente a la superfamilia de
receptores de insulina, que normalmente es silencioso en
células linfoides. La alteracion genética mas frecuente es la
translocacion t(2;5)(p23;935) entre el gen ALK en el
cromosoma 2 y el gen NPM1 en el cromosoma 5. Esto
produce una proteina quimérica formada por la porcién N-
terminal de NPM1 y la porcion intracitoplasmatica de ALK. La
formacion de estos homodimeros NPM1-ALK usando sitios
de dimerizacion en el extremo N de NPM1 imita la union del
ligando y es responsable de la activacion basal del dominio
catalitico de ALK y de mudltiples cascadas sefializadoras
(RAS-ERK, JAK/STAT, PIK-AKT) que comprenden el
potencial oncolégico. Sin embargo, también se han descrito
otras translocaciones sin que existan diferencias prondsticas
entre ellas. Todas estas translocaciones resultan en la
activacion constitutiva y la expresion aberrante de ALK,
aunque su distribucién subcelular puede variar en funcién del
partner genético con el que se transloque ALK. Para el
diagnostico no es obligatorio la realizacion del cariotipo o el
uso de sondas ALK break-apart si la inmunohistoquimica es
positiva para ALK; sin embargo, son caracteristicas la
pérdida del 4, 11q y 13q, asi como la ganancia del 7, 17p y
17q. La RT-PCR se reserva para la deteccion de enfermedad
minima residual en sangre periférica o médula ésea.

El tratamiento estandar de este linfoma es quimioterapia tipo
CHOP o CHOP-like y ningun otro tratamiento habia
demostrado una ventaja en la supervivencia comparada con
CHOP, hasta que en el afio 2020 se publicaron los resultados
del ensayo clinico ECHELON 2 que comparaba CHOP vs
CHP mas brentuximab vedotin (anti-CD30) obteniendo una
supervivencia libre de progresién de 48.2 meses con
CHP+BV vs 20 meses con CHOP. Esta estrategia de
tratamiento también demostr6 una ventaja en la
supervivencia global y en la calidad de vida. Las recaidas
suelen seguir siendo sensibles a la quimioterapia y el
trasplante alogénico de médula ésea puede ser eficaz en
estos casos. Otra opcion terapéutica son los inhibidores de
ALK. La tasa de supervivencia a largo plazo asociada con
este linfoma es del 80%, y es globalmente mejor que la de
los linfomas anaplasicos T ALK-, que aparecen a una edad
mayor. Sin embargo, cuando sélo se analizan pacientes
menores de 40 afios, los resultados entre linfomas T ALK +
y ALK — son similares.

El SHF es un sindrome hiperinflamatorio potencialmente
mortal caracterizado por la hiperproduccién de citocinas
proinflamatorias (interferon-gamma, factor de necrosis
tumoral-alfa e interleucinas 1, 6, 10, 12, 18) secundaria a la
activacion incontrolada de histiocitos, macroéfagos, linfocitos
citotoxicos y células NK, que infiltran los tejidos y producen
disfuncion organica. Puede ser primario (genético) o
secundario (adquirido). La primera forma es mas frecuente
en niflos y se debe a mutaciones con herencia mendeliana
gue afectan a la citotoxicidad linfocitaria y a la regulacion del
inflamosoma. La forma adqurida es mas frecuente en
adultos, con una edad media de presentacion a los 50 afios,
con mayor tendencia en varones (65%), y la mitad de los
casos descritos provienen de Asia. La etiologia mas
frecuente son las neoplasias hematolégicas (50%), las
infecciones virales (25%) y las enfermedades autoinmunes
(20%).
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ya que puede estar aumentada de forma fisioldgica en

A. Diagndstico molecular de
mutaciones patogénicas:

PRF1, UNC13D, Muncl18-2, RAB27A, STX11, SH2D1A o
BIRC4, o

mdltiples

B. 5de los siguientes criterios:

Fiebre = 38.5°C
Esplenomegalia,

Citopenias (Hemoglobina < 9 g/dL, Plaguetas <10.000/uL,
Neutréfilos <1.000/uL),

Hipertrigliceridemia  (en
hipofibrinogenemia (<150 mg/dL)

Hemofagocitosis en médula 6sea, ganglios linfaticos, bazo,
higado

Disminucién o ausencia de actividad de linfocitos NK,
Ferritina >500 ng/DI

CD25 soluble = 2400 U/mL.

ayuno, >265 mg/dL) o

Tabla 2. Criterios diagnésticos de HLH de la Sociedad del Histiocito de 2004.

Clinicamente se caracteriza por un cuadro de instauracion
aguda o subaguda (1-4 semanas) dominado por fiebre alta
persistente (>38,5°C), hepatoesplenomegalia, adenopatias y
afectacion multiorganica progresiva, precisando soporte en
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) hasta en el 40% de los
casos. La afectacion multiorganica puede ser cutanea
(exantema, edemas, petequias, nédulos subcutaneos tipo
paniculitis), hepatica (muy frecuente y variable, desde una
leve alteracién de las pruebas de funcién hepética hasta un
fallo hepéatico fulminante), pulmonar (insuficiencia
respiratoria aguda y distrés respiratorio), gastrointestinal
(diarrea, nauseas, vomitos y dolor abdominal), neurol6gica
(convulsiones, meningitis, hemorragia cerebral, alteraciones
psiquiatricas, coma...), renal (insuficiencia renal, sindrome
nefrético) y, por Ultimo, hematolégica (crecimiento de
organos linfopoyéticos, mieloptisis y CID).

El diagnostico se basa en la coexistencia de hallazgos
clinicos, analiticos e histolégicos, aunque ninguno de ellos es
patognoménico. La Sociedad del Histiocito establecié unos
criterios diagndsticos (tabla 2), ampliamente utilizados en
adultos, cuya sensibilidad y especificidad no han sido
evaluadas. Es fundamental distinguir si el cuadro clinico del
paciente se debe a un SHF 0 a una presentacién agresiva de
las enfermedades vinculadas a ella. Es muy sugestivo de
SHF la evidencia de hemofagocitosis junto con marcadas
hipofibrinogenemia, hipertrigliceridemia e hiperferritinemia (>
10.000 ng/ml). Ademas, si la activacion macrofagica es
importante, es posible objetivar la presencia de macréfagos
en el frotis de sangre periférica, lo cual no suele ser una
situacion fisiologica. La demostracion de hemofagocitosis en
médula Osea (preferentemente) o0 en  érganos
reticuloendoteliales no es imprescindible para el diagndstico,

situaciones (infecciones, enfermedades autoinmunes,
transfusiones), por lo que su hallazgo debe interpretarse
segun el contexto clinico del paciente.

En cuanto al tratamiento, se debe iniciar en cuanto exista una
alta sospecha clinica y es fundamental conocer las medidas
de soporte (transfusiones, fibrinégeno, septrim y azoles
profilacticos) e iniciar tratamiento del factor desencadenante,
si se conoce.

En pacientes estables se puede usar dexametasona a dosis
bajas-intermedias y esperar a tener el diagndstico del
desencadenante para iniciar tratamiento dirigido, aunque en
presencia de méas de 10.000 copias/ug de ADN de VEB se
puede utilizar Rituximab 375 mg/m2 semanal de 1 a 4
semanas.

En pacientes con dafio organico progresivo, inestables o
refractarios al tratamiento inicial deben comenzar con el
protocolo de induccion HLH-94(2) de 8 semanas: etopésido
150 mg/m2 bisemanal durante las primeras dos semanas y
semanal en las semanas 3-8, mas dexametasona 10 mg/m2
diaria en dosis decrecientes durante 8 semanas. En caso de
focalidad neurologica, alteraciones analiticas del liquido
cefalorraquideo o de la resonancia magnética cerebral tras 2
semanas de induccién se debe iniciar la terapia intratecal con
12 mg de metotrexato semanal e hidrocortisona tan pronto
como la cifra de plaquetas y el estado de coagulacion se
corrijan y mantenerlo minimo hasta 1 semana después de
desaparecidas las alteraciones.

Las recaidas no son infrecuentes y pueden acontecer en el
seno de la retirada o disminucion del tratamiento inductor
inicial, por lo que es fundamental la valoracién cuidadosa de
cada nuevo episodio febril en estos pacientes. Si se objetiva
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mejoria clinica tras completar la fase de induccién se debe
suspender el tratamiento. Sin embargo, en caso de
persistencia de sintomas sin mejoria clinica ni analitica se
debe iniciar el tratamiento de mantenimiento: ciclosporina 6
mg/kg diarios empezando en la semana 9, etoposido 150
mg/m2 quincenal alternando con pulsos de dexametasona
10 mg/m2 durante 3 dias seguidos.

En casos refractarios al tratamiento estandar se pueden
utilizar otros inmunosupresores (metotrexato,
ciclofosfamida), el régimen DEP (doxorrubicina, etoposido y
metilprednisolona) o CHOP + etopdsido, inmunoglobulinas
intravenosas, terapias bioldgicas (ruxolitinib, emapalumab,
alemtuzumab) o plasmaféresis. El trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (aloTPH) se realiza tras el
mantenimiento HLH-94 y esta indicado en SHF primario,
dafo del sistema nervioso central, falta de respuesta a la
terapia de inducciéon o recaida de la enfermedad. Se
recomienda un acondicionamiento reducido (tasas de
supervivencia de 75-100%) excepto en los casos de
neoplasia hematolégica que requiera un acondicionamiento
mieloablativo.

El pronodstico varia segun la enfermedad de base, siendo
peor en neoplasias que en primoinfecciones viricas y
enfermedades autoinmunes. La mortalidad global puede
alcanzar el 41%, existiendo dos picos de mortalidad: uno en
las primeras semanas de enfermedad por disfuncion
multiorganica y otro mas tardio relacionado con la toxicidad
de los tratamiento.
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1. INTRODUCCION

Aungue la mayoria de pruebas de laboratorio se realizan en
muestras de sangre, orina y heces, también resultan de gran
utilidad los analisis efectuados en muestras de liquidos
serosos, pues proporcionan informacién adicional sobre lo
gue estd ocurriendo en el interior de las cavidades
corporales. Estas muestras se reciben con menor frecuencia,
entre otras causas por la dificultad en su obtencion, ya que
requieren la introduccién de una aguja en la cavidad en
cuestion seguida del drenaje del fluido con una jeringa.

El presente caso clinico se centra en la utilidad diagnostica
de los liquidos serosos, en particular del liquido peritoneal y
pleural. Los liquidos serosos son liquidos corporales que
derivan del plasma por filtracion y que se localizan en las
cavidades peritoneal, pleural y pericardica. Estas cavidades
se encuentran recubiertas por una membrana denominada
mesotelio, formada por dos capas de células, una capa
visceral que rodea inmediatamente al drgano y una capa
parietal que recubre las paredes corporales. En condiciones
normales hay una pequefia cantidad de liquido en el interior
de la cavidad, pero cuando los mecanismos de produccion y
reabsorcion del liquido se ven alterados, se puede producir
un exceso del mismo, generandose asi un derrame seroso.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

En la presente revision se aborda el caso de una mujer de 47
afos que refiere presentar desde el mes previo a su llegada
a urgencias un aumento del perimetro abdominal progresivo,
sin edemas ni disnea, junto a nauseas e hiporexia, sin referir
vomitos, astenia o cambios en la menstruacién. No destaca
otra clinica de interés.

2.2 Antecedentes personales:

- No existen datos de hipertension arterial, ni diabetes
mellitus ni dislipemia conocidas.

- Fumadora de 10-15 cigarros al dia desde hace 5 afios.
- No bebedora.

- Artrogriposis congénita con mdultiples intervenciones
para conseguir mejorar la movilidad articular; pudiendo
caminar pero con escasa movilidad en los miembros
superiores.

- Rinitis vasomotora.

2.3 Antecedentes familiares:

Antecedentes familiares de Factor V de Leiden. Paciente no
portadora de la mutacion.

2.4 Enfermedad actual:
No constan enfermedades actuales.
2.5 Exploracién fisica:
- Tensibn sistolica (mmHg): 118.
- Tension diastélica (mmHg): 64.
- Tension arterial media (mm Hg): 75.
- Frecuencia cardiaca (latidos/min): 108.
- Dolor en reposo: 0.

Presenta, asimismo, buen estado general, encontrandose
consciente y orientada, bien nutrida, hidratada y perfundida,
normocoloreada y eupneica. Se le coloca, ademas, una via
central yugular izquierda. En lo que respecta al térax, la
exploracion muestra mamas sin nédulos ni adenopatias
axilares. Con ruidos cardiacos ritmicos y sin soplos.
Hipofonesis en bases. A nivel abdominal, ruidos hidroaéreos
presentes, abdomen blando, no doloroso, no evidencias de
ascitis a tension, no se palpan masas ni megalias. Destacan
miembros superiores hipopléasicos. En los miembros
inferiores se perciben minimos edemas con fovea, sobre
todo linfedema. Finalmente, no se evidencian signos de
isquemia arterial.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En su analitica de ingreso se evidencia trombocitosis junto
con elevacion de lactato deshidrogenasa (LDH). Se realiza
paracentesis diagnostica y terapéutica extrayéndose mas de
dos litros de liquido cuyos resultados estan recogidos en la
Tabla 1.

Como se puede observar en la bioquimica del liquido
peritoneal destaca la elevacion de LDH hasta 1.314 U/L y de
proteinas hasta 4,4 g/dL. En lo que respecta a los criterios de
Light, el cociente de LDH entre liquido y suero mayor de 0,6
y el cociente de proteinas mayor de 0,5 orienta a un derrame
de tipo exudado.

En el estudio de celularidad del liquido tras citocentrifugacion
y tincion de Giemsa-Wright se evidencia predominio de
células mononucleadas de caracter baséfilo, con grandes
vacuolas y agrupaciones en nido, como se observa en la
Figura 1.
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Ante la sospecha de posible malignidad del liquido debida a
la elevacion de LDH, la morfologia celular observada al
microscopio y el caracter exudativo del liquido, desde el
Laboratorio de Bioquimica se le recomienda al médico

- Enfermedades granulomatosas.
- Vasculitis.

- Trombocitosis leve.

peticionario la derivacion de muestra al servicio de Anatomia
Patolégica para la realizacion de un estudio
anatomopatolégico que aclare la posible malignidad del
derrame.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

A raiz de las imagenes obtenidas y los resultados arrojados
por el laboratorio se le ingresa y se le solicitan marcadores
tumorales en suero, obteniéndose un antigeno
carcinoembrionario (CEA) de 0,43 ng/dL y los antigenos
carbohidratos CA125 de 870 Ul/mL y CA19.9 de 19,30
Ul/mL. En latabla 2 se muestran los resultados de la paciente
junto con los valores de referencia establecidos para dichos
marcadores tumorales.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Debido a los resultados de laboratorio y las exploraciones
efectuadas, el diagnostico diferencial de la paciente incluye:

- Causas infecciosas: Tuberculosis.

- Causas tumorales: Carcinomatosis peritoneal.

BIOQUIMICA DEL LIQUIDO PERITONEAL

Parametro Liquido peritoneal Suero
Glucosa 44 mg/dL 67 mg/dL
Proteinas 4,4 g/dL 5,7 mg/dL

Cociente Proteinas L/S 0,7 g/dL
Albumina 2,8 g/dL 3,4 mg/dL
Triglicéridos 66 mg/dL No solicitado
LDH 1.314 U/L 356 U/L
Cociente LDH L/S 3,7 U/L

CELULARIDAD DEL LiQUIDO PERITONEAL

Hematies 3.107 células/microlitro
Leucocitos 1.577 células/microlitro
Leucocitos polimorfonucleares 25%

75%

Comentario: Se observan células mononucleadas de dificil
clasificacion. Se recomienda estudio por anatomia patolégica.

Leucocitos mononucleares

Tabla 1. Pardmetros bioquimicos y celularidad en liquido peritoneal. L/S: Liquido peritoneal/Suero. Elaboracion
propia.

Figura 1. Células atipicas en liquido ascitico vistas en
microscopio Optico a 40x tras citocentrifugacion y tincién con
Giemsa-Wright. Elaboracién propia.
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MARCADOR TUMORAL RESULTADO EN SUERO RANGO DE REFERENCIA
CEA 0,43 ng/dL 0 - 5 ng/dL
CA 125 870 Ul/mL 0 - 35 Ul/mL
CA 19.9 19,30 Ul/mL 0 - 34 Ui/MI

Tabla 2. Marcadores tumorales en suero de la paciente. Elaboracion propia.

Aungue bien es cierto que el CA125 es un marcador tumoral
asociado a carcinoma de ovario, se trata de una mucina
producida por los epitelios celémicos, de manera que puede
encontrarse elevado en procesos benignos como los
derrames serosos, al igual que ocurre con la paciente.

Se le realiza también una mamografia en dos proyecciones
y una ecografia de mama bilateral donde no se aprecian
hallazgos significativos por lo que el juicio clinico por
confirmar seria ascitis sin datos de hipertension portal aun a
estudio con probable carcinomatosis peritoneal de etiologia
ovarica.

Finalmente, el estudio mediante tomografia axial
computerizada (TAC) arroja signos de carcinomatosis
peritoneal, con hallazgo sugerente de neoplasia ovérica
primaria como primera posibilidad, derrame pleural bilateral
en cuantia moderada menos importante y fracturas costales
izquierdas de aspecto reciente.

La gammagrafia 0sea solicitada no muestra signos de
fracturas patoldgicas vy, finalmente, la anatomia patoldgica
del liquido ascitico establece el diagnéstico de
adenocarcinoma de ovario. Una vez presentada en el Comité
de Tumores se solicita una biopsia con aguja gruesa (BAG)
del epiplén y estudio anatomo-patologico de liquido pleural
para que sea tratada con quimioterapia neoadyuvante.

Por ello, se realiza una toracocentesis evacuadora en la que
se obtienen 100 centimetros cubicos de liquido pleural del
hemitérax izquierdo, realizando un analisis bioquimico (Tabla
3) y de celularidad (Figura 2).

Como se observa, en el liquido pleural de la paciente se
cumplen también los criterios de Light para exudado y se
observan células atipicas, por lo que es preciso realizar
también un estudio anatomopatolégico del mismo.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

En base a los estudios de imagen y pruebas de laboratorio y
de anatomia patoldgica se diagnostica de adenocarcinoma
de origen ginecoldgico con afectacion pleural y peritoneal.

7. EVOLUCION

Se traslada a la paciente de Ginecologia a Oncologia Médica
para valorar tratamiento sistémico. Ha requerido realizacion
de paracentesis y toracocentesis de repeticion y la
colocacion de un tubo de térax durante el ingreso.

Se evidencia una notable mejoria de la disnea tras
colocacion de tubo de térax con adecuada reexpansion
pulmonar, pudiéndose finalmente retirar el drenaje.

Inicia entonces un tratamiento quimioterapico con
carboplatino y paclitaxel, evidencidndose una respuesta

favorable, por lo que se efectla una cirugia de intervalo y se
continda con el tratamiento quimioterapico.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Ante el hallazgo de células atipicas en liquido hay que valorar
la posibilidad de que se trate de un derrame secundario a un
tumor metastasico, pues las células metastasicas obstruyen
los vasos linfaticos de drenaje impidiendo la reabsorcion del
liquido. Los derrames pleurales de origen metastasico suelen
asociarse principalmente a tumores de origen pulmonar y
mamario, mientras que en los peritoneales predomina la
causa gastrointestinal y ovérica.

De acuerdo con Anna Merino!, las células cancerosas
presentan unas caracteristicas tipicas que facilitan su
identificacion desde el Laboratorio de Urgencias:

- Predominio de células de gran tamafio.

- Aparicion de nidos de células con citoplasmas unidos
dando aspecto sincitial.

- Citoplasma de aspecto basofilo.

- Mitosis anémalas.

- Vacuolizacién marcada del citoplasma.

- Ndcleos aumentados en tamafio y numero.

- Canibalismo celular, un fendmeno en el que una célula
maligna fagocita a otra de caracter maligno también.

El hallazgo de células atipicas en derrames resulta de gran
relevancia clinica, pues supone el punto de partida a la hora
de orientar el diagnostico hacia una posible etiologia
neoplasica. Estos andlisis preliminares, junto con la medicién
de marcadores tumorales en suero o en el propio liquido,
permiten caracterizar la etiologia de la neoplasia mientras se
obtienen los resultados anatomopatolégicos definitivos. En
este caso particular, la deteccion de células atipicas tanto en
liquido ascitico como en pleural, junto con la notable
elevacion del marcador tumoral CA125 en suero asociado a
origen ginecoldgico, fueron claves en el diagndstico
provisional de céncer de ovario metastadsico que,
posteriormente, se confirmé gracias a las pruebas de imagen
y resultados de Anatomia Patoldgica.
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BIOQUIMICA DEL LiQUIDO PLEURAL

Parametro Liquido pleural Suero
pH 7,19 -
Glucosa 17 mg/dL 69 mg/dL
Proteinas totales 3,8 g/dL 6,1 g/dL
Cociente Proteinas Totales L/S 0,6 g/dL
LDH 1.552 U/L 395 U/L
Cociente LDH L/S 3,9 UL

CELULARIDAD DEL LiQUIDO PLEURAL

Hematies

6.484 células/microlitro

Leucocitos

Comentario: Se observan células atipicas. Se recomienda

1.345 células/microlitro

realizacion de estudio anatomopatolégico.

Hematocrito 0,1
Leucocitos polimorfonucleares 60%
Leucocitos mononucleares 40%

Tabla 3. Parametros bioquimicos y celularidad en liquido pleural. L/S: Liquido pleural/Suero.
Elaboracion propia.

Figura 2. Células atipicas en liquido pleural vistas en microscopio
optico a 40x tras citocentrifugacion y tincion con Giemsa-Wright.
Elaboracién propia.
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1. INTRODUCCION

Los liquidos serosos (pleural, peritoneal y pericardico) son
ultrafiltrados del plasma que se localizan en las cavidades
corporales que reciben el mismo nombre. Estas se
encuentran delimitadas por dos membranas, una serosa
parietal y otra visceral, las cuales presentan una capa de
tejido conectivo con numerosos capilares, vasos linfaticos y
células mesoteliales.

El liquido, que cumple su funcién como lubricante, se forma
en la red capilar dependiente tanto de un sistema de
presiones (hidrostatica y coloidosmoética) como de la
permeabilidad capilar. En condiciones normales, el volumen
del liquido es minimo gracias a al equilibrio entre formacion
y reabsorcion linfatica. Cuando se alteran los mecanismos
fisiologicos, el liquido se acumulay es lo que se conoce como
derrame.

El estudio del derrame proporciona informacién relevante
sobre la fisiopatologia de los 6rganos y tejidos donde se
sintetiza. Debido a las caracteristicas de la muestra, el
estudio de los liquidos serosos debe hacerse de manera
inmediata.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Vardon de 66 afios que acude por tos seca desde hace 3
semanas.

2.2 Antecedentes personales:

Como antecedentes personales indicar que no es fumador, y
que trabajoé de carpintero ebanista, pero sin exposicion al

amianto conocida. No antecedentes

personales de tuberculosis.

hay descritos

2.3 Antecedentes familiares:

Tampoco hay descritos antecedentes familiares de

tuberculosis.
2.4 Enfermedad actual:

El paciente sufre tos seca desde hace unas 3 semanas,
asociando disnea progresiva al realizar moderados
esfuerzos y astenia. No presenta fiebre, dolor toracico,
palpitaciones ni ortopnea. Ademas, presenta pérdida de unos
8 kg de peso en los ultimos 2 afios.

2.5 Exploracion fisica:

En la exploracion fisica el paciente presenta buena situacion
respiratoria, con saturaciones en torno al 94-95%. Se realiza
radiografia de térax en la que destaca derrame pleural
izquierdo (Figura 1). Mediante toracocentesis diagndstica se
extrae liquido de aspecto seroso que se envia a los
laboratorios de Bioguimica y Microbiologia.

3. INFORME DEL LABORATORIO

El liquido recibido en el laboratorio de bioquimica (Tabla 1)
cumple los 3 criterios de Light, siendo compatible con un
exudado con predominio mononuclear.

Durante el recuento celular, en el escatergrama se aprecia la
presencia de una poblacion de células de alto volumen
(Figura 2a), por lo que se decide realizar una
citocentrifugacién del liquido y posterior tincion con Wright-
Giemsa. En su observacién al microscopio Optico se

Figura 1. Radiografia de torax donde se aprecia el derrame pleural izquierdo, que
ocupa los dos tercios inferiores. Elaboracion propia.
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observan células atipicas (Figura 2b). Estas presentan gran
tamafio e intensa basofilia. Ademas, se observan vacuolas
grandes y varias células con granulos secretores, junto con
la presencia de sincitios o nidos celulares, donde no es
posible discernir el limite entre las células.

Se avisa al servicio peticionario de los hallazgos con lo que
remiten muestra a Anatomia Patologica (AP).

Se le realiza al paciente una nueva toracocentesis
diagnostica, para obtener nueva muestra, y también
terapéutica, extrayéndose cerca de 1 litro de liquido. Debido

a que el paciente refiere mejoria clinica, se acuerda alta y
seguimiento de forma ambulatoria.

A los 5 dias acude de nuevo a urgencias por aumento de su
tos basal y mayor disnea a minimos esfuerzos. No presenta
expectoracion, fiebre ni dolor toracico. Al realizarse una
radiografia de térax se objetiva la reaparicion del derrame
previamente drenado.

Dado el empeoramiento clinico, con mayor disnea y tos, se
realiza nueva toracocentesis para alivio sintomatico del
paciente.

Unidades LP Suero (VR) LP/Suero
BIOQUIMICA
Proteinas totales (g/dL) 4,2 7,3 (6,4-8,3) 0,57*
LDH (U/L) 187 171 (135-225) 1,09*
Glucosa (mg/dL) 68 98 (70-110)
RECUENTO CELULAR
Hematies (céls/uL) 3295
Leucocitos (céls/uL) 2618
Leucocitos polimorfonucleares (%) 30
Leucocitos mononucleares (%) 70

Tabla 1. Resultados més destacables del estudio del derrame pleural y suero. LP: liquido pleural; VR: valores de
referencia. *Criterios de Light indicativos de exudado: proteinas LP/suero >0,5, LDH LP/suero >0,6 y LDH >2/3
limite superior en suero (225U/L). Elaboracién propia.

Figura 2. A. Escatergrama obtenido del analizado DxH900). Se aprecian las poblaciones de leucocitos (azul:
linfocitos, verde: monocitos, rosa: neutréfilos) y una poblacion de células de alto volumen (flecha) que hace
sospechar de la presencia de macréfagos, células mesoteliales o células atipicas. B. Imagenes del microscopio
Optico (40x) tras la citocentrifugacion y tincion Wright-Giemsa. Se observan células atipicas de gran tamafio con
intensa basofilia, grandes vacuolas, granulos secretores y nidos celulares, donde no es posible apreciar la
separacion entre células. Elaboracién propia.
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Se obtiene un liquido amarillento/transparente no
sanguinolento y se mandan muestras para bioquimica y
microbiologia (estudio de tuberculosis).

Se extrae de nuevo 1 litro de liquido mejorando la saturacion
de oxigeno. El paciente es ingresado en la planta de
neumologia.

El andlisis bioquimico basico resulta similar al previo
definiendo un exudado con predominio mononuclear.

Ademas, se piden marcadores tumorales (CEA, Ca 15.3y Ca
72.4) que resultan negativos e interferén-gamma (IFN-y) y
Adenosina Deaminasa (ADA) que descartan tuberculosis
(Tabla 2).

Los resultados de la citologia de AP informan de una
proliferacion mesotelial atipica florida. ElI estudio
inmunocitoquimico realizado descartaba un carcinoma
metastéasico en pleura y confirmaba el fenotipo mesotelial de
la poblacion celular. Sin embargo, no era posible distinguir la
naturaleza benigna o maligna de la lesiéon. Para un
diagnostico definitivo requeria de un estudio histopatoldgico
en biopsia pleural.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Frente al derrame pleural izquierdo, siendo un exudado de
predominio mononuclear, los diagnosticos planteados
fueron:

- Origen infeccioso:
e  Paraneumonico

Uno de los primeros planteamientos asociados a la disnea 'y
el derrame es un origen infeccioso.

Sin embargo, se descarta la posibilidad de un derrame
paraneumonico al resultar los cultivos de bacterias estériles
y el gram negativo.

e  Tuberculoso

Durante la primera estancia en urgencias no se valoro la
posibilidad de tuberculosis por no presentar antecedentes
familiares ni personales.

Sin embargo, en el segundo ingreso, se decide valorar esta
posibilidad. Asi, se manda muestra del liquido tanto a
microbiologia, para cultivo y tincion de fluorescencia
(B.A.A.R), como a bioquimica para determinar ADA e IFN-y.

Los marcadores bioquimicos descartaban tuberculosis
(Tabla 2), confirmado posteriormente desde microbiologia al
resultar el cultivo en micobacterias negativo.

- Origen maligno:

El hallazgo de células atipicas durante el andlisis citologico
en el laboratorio de bioquimica, abre la posibilidad de un
derrame maligno pudiendo tratarse de:

e  Derrame pleural maligno

En general, los derrames malignos comprenden entre el 15
y el 35% de los derrames pleurales, siendo una de las
principales causas de exudado pleural. La mayoria se
encuentran asociados a metastasis pleurales sobre todo de
pulmoén y mama.

El estudio inmunocitoquimico descarta que se tratara de un
carcinoma metastasico de la pleura.

e Mesotelioma

Como se ha comentado, las metastasis pleurales de pulmén
y mama son la primera y segunda causa de exudado pleural.

Parametros Unidades Liquido pleural
Proteinas totales (g/dL) 4
LDH (UIL) 148
Glucosa (mg/dL) 89
Ca15.3 (U/mL) 46
Ca724 (U/mL) <1,5
CEA (ng/mL) 0,49
CYFRA 21.1 (ng/mL) 77,60"
CYFRA 21.1/CEA - 159,37
Interferon gamma (pg/mL) 0
Adenosina Deaminasa (U/L) 17,10

Tabla 2. Resultados del analisis mas ampliado del derrame pleural, a los dias de volver a
ingresar. El marcador CYFRA 21.1 se amplié posteriormente segun las sospechas
clinicas. "Resultado elevado frente al resto de marcadores tumorales, que ademas

genera una ratio CYFRA21.1/CEA sugestivo de mesotelioma segin el estudio de Otoshi

T et al.2 Elaboracion propia.
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La tercera causa podria ser un mesotelioma si existiese una
exposicion al asbesto.

Aunque el estudio inmunocitoquimico descartaba un
carcinoma metastasico de la pleura, no podia esclarecerse si
las células son de naturaleza benigna (hiperplasia mesotelial
florida) o maligna (mesotelioma maligno).

- Origen benigno:
Células mesoteliales benignas floridas.

Es importante tener en cuenta que, aunque se detecten
células atipicas con la citocentrifugacion, no es posible
categorizarlas como malignas/tumorales. La tipificacion corre
a cargo de AP, por lo que una de las posibilidades de este
hallazgo era que se trataran de células mesoteliales
benignas, no pudiendo confirmarse hasta obtener el informe
de AP.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Como técnicas de imagen, se le realiza inicialmente un TAC
de toérax/abdomen/pelvis con contraste, donde se observa
marcado engrosamiento pleural difuso con mdltiples lesiones
focales pleurales. El posterior PET-TAC muestra multiples
depésitos nodulares hipermetabdlicos sospechosos de
malignidad.

Para continuar con el diagndstico, al paciente se le programa
en unos meses una intervencion quirdrgica para realizar una
cirugia toracoscopica asistida por video con biopsia pleural y
pleurodesis con talco. Comienza con fisioterapia respiratoria
y se le cita en unas semanas.

Desde el laboratorio de bioguimica, se realiza un
seguimiento del caso con los resultados de AP. Debido a que
no ha sido posible determinar la naturaleza de las células
mesoteliales, a la espera de los resultados histopatoldgicos
de la biopsia, se decide hacer una busqueda bibliogréafica del
uso de marcadores tumorales para el diagnostico de
mesotelioma.

Se encuentra en la literatura la relacion entre los marcadores
tumorales CYFRA 21.1 (fragmento 19 de la citoqueratina) y
CEA (antigeno carcinoembrionario) con el mesotelioma. En
concreto, unos valores en liquido pleural de CYFRA 21.1
elevados y de CEA bajos hacen sospechar de mesotelioma,
con una ratio CYFRA 21.1/CEA elevado. En el estudio
retrospectivo realizado por Paganuzzi M et al.! establecen
puntos de corte en estos marcadores con los que apoyar el
diagndstico de mesotelioma de CYFRA 21.1 en 41,9 ng/mL
y de CEA en 5 ng/mL (Sensibilidad (S): 87,5 y 3,1%;
Especificidad (E): 80 'y 91%, respectivamente).
Posteriormente Otoshi T et al.? realizan otro estudio
retrospectivo donde se propone el punto de corte de la ratio
CYFRA 21.1/CEA para confirmar mesotelioma en 19,1 (S:
87,5, E: 74%).

Tras esta revision, se decide ampliar CYFRA 21.1 en el
ultimo liquido pleural del paciente, cuyo resultado es 77,6
ng/mL. Este resultado se encuentra por encima de 41,9
ng/mL (punto de corte establecido por Paganuzzi M, et al'),
ademas, obteniéndose una ratio CYFRA 21.1/CEA de
159,37, orientando la sospecha hacia mesotelioma.

Se habla con el servicio de neumologia, indicandoles la
ampliacion, los valores obtenidos y su interpretacion, como
sospecha hacia mesotelioma.

Asi, a la espera de los resultados confirmatorios de AP se
comienza a pensar en las opciones terapéuticas a realizar y
se cita al paciente en consulta en unas semanas.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Tras el estudio inmunohistoquimico se diagnostica
definitvamente de mesotelioma epitelioide I[IIB izquierdo
(irresecable).

7. EVOLUCION

Se indica tratamiento sistémico con intencion paliativa.
Pautando vitamina B12 y acido félico para comenzar
tratamiento de primera linea con ciclos quimoterapicos de
Cisplatino-Pemetrexed 21 dias en 4-6 ciclos.

Se valora la posibilidad de cirugia (neumonectomia) tras el
tratamiento oncoldgico.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

El mesotelioma es una neoplasia que se deriva de la
superficie mesodérmica de la cavidad celomica embrionaria
(Figura 3), por lo que puede originarse en la pleura (>90% de
los casos), pericardio, peritoneo y tUnica vaginalis del
testiculo. Se trata de un tumor altamente agresivo.

El 80% se relacionan con la exposicion al asbesto tanto
laboral como ambiental, donde hay relacién causa-efecto
gue ademas es acumulativa. Se estima que la incidencia de
esta patologia alcanzard su pico entre 2015 y 2025 en
numerosos paises.

Se diferencian tres tipos histoldgicos, el epitelioide (mas
frecuente y de mejor prondstico), el sarcomatoso y el bifasico
0 mixto. Hay otros subtipos mucho mas infrecuentes como el
dermoplasico, el de células pequefias y el linfohistiocitoide.
Durante las etapas iniciales no presenta sintomatologia, por
lo que su diagnéstico la mayor parte de las ocasiones es en
estadios avanzados. Actualmente, la edad media de
diagnostico ronda los 70 afios. Frecuentemente, la
sintomatologia acompafiante es la disnea de esfuerzo y dolor
pleural, en relacién con el desarrollo del derrame, que se va
haciendo mas intenso conforme se comprimen los pulmones
y el diafragma.

El principal mecanismo que lleva al derrame pleural es el
aumento de la permeabilidad vascular, que ademas se
asocia a una obstruccion del drenaje linfatico.

Dado que como se ha comentado, la patologia tumoral es
causante del 15 al 35% de los casos de derrame pleural,
desde el laboratorio de Bioquimica/Analisis Clinicos se debe
realizar un cribado para la basqueda de infiltracion
neoplasica.

En primer lugar, a través de la inspeccion macroscopica del
liquido y utilizando los criterios de Light se puede clasificar el
derrame como exudado o trasudado.
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Figura 3. Esquema de la organizacion anatdmica béasica de los vertebrados cordados. El celoma ocupa las
superficies que recubren el corazén, los pulmones, el peritoneo y el testiculo. Por esta razén, el mesotelioma
puede tener origen en cualquiera de estos lugares, siendo el més frecuente la pleura. Adaptado de: Wong Arteta
J., 2020.

A continuacion, mediante el recuento celular se obtiene la
concentracion de eritrocitos y leucocitos. Estudiando las
poblaciones del escatergrama, se puede orientar si el
predominio de los leucocitos es mononuclear o
polimorfonuclear. Analizando el escatergrama también
pueden observarse células de volumen elevado, que
permanecen agrupadas en la parte alta del escatergrama y
que pueden corresponder a macrofagos, células
mesoteliales o células atipicas. Por ello, es necesario que,
en caso de detectar su presencia, se realice una
citocentrifuga junto con tincion y observacion al microscopio
Optico para analizar el aspecto de esas células y descartar o
confirmar atipia.

En caso de derrames malignos, distintos biomarcadores en
el liquido ayudan tanto a confirmar las sospechas como a
orientar el diagnostico.

8.1 Citocentrifuga:

El andlisis microscopico es de gran utilidad para una correcta
orientacion diagndstica de los derrames. Esté descrito como
el mejor método para la observacion citologica, la realizacion
previa de una citocentrifuga. Presenta como caracteristicas:

e Concentra las células unas 20 veces, asi, aunque el
recuento celular total sea bajo, facilita su
observacion al microscopio.

e Permite obtener una monocapa de células (boton
circular).

e Minimiza la distorsion de las células y mantiene su
morfologia.

e Tras la tincibn (May Grimwald-Giemsa/Wright-
Giemsa) y observacion al microscopio se pueden
distinguir los detalles morfoldgicos para su
clasificacion.

e Utiliza una pequefia cantidad de muestra (100 pL).

Se trata de un método rapido y sencillo, en el cual se coloca
el liquido en una cubeta, y perpendicular a la misma un
portaobjetos. Se centrifuga a unas 500-1000 rpm durante 5
minutos para obtener el botdn de células. Este
posteriormente se tifie para observarlo al microscopio.

Una vez al microscopio es importante saber diferenciar las
células mesoteliales de las células atipicas (Tabla 3), ya que
comparten caracteristicas, siendo fundamental su correcta
identificacion.

Las células mesoteliales son células de revestimiento de las
cavidades serosas. Su presencia es habitual, ya que suelen
descamarse sin asociarse a ninguna patologia. Pueden
presentar una morfologia variada, en cuanto que diversos
procesos generan cambios citoldgicos reactivos en estas
células. En nuestro paciente, aunque el fenotipo era
mesotelial, las células halladas en la citocentrifuga
presentaban aspecto atipico por presentar intensa basofilia,
grandes vacuolas desplazando el nacleo y formar sincitios
donde no se pueden discernir los limites entre células (Figura
2b).

8.2 Biomarcadores:

Por otro lado, hay diversos biomarcadores en liquido pleural
gue pueden ayudar al diagndstico, sin embargo, su utilidad
es cuestionada sobre todo en relacién al punto de corte a
emplear.

Son dtiles principalmente en casos de citologias no
aclarativas (debido a su baja sensibilidad). De este modo, se
puede apoyar al diagnéstico, evitando la realizacion de un
método mas invasivo como seria la biopsia, en casos de
pacientes con edad avanzada o mal estado clinico que
peligrarian en la intervenciéon. Algunos de los marcadores
empleados son:

- Marcadores tumorales (Ca 19.9, Ca 15.3, Ca 72.4,
CEA):

Una elevacion en el liquido pleural junto con un cociente
liquido/suero >1,2 tienen un valor predictivo positivo mayor
del 99% en el diagndstico de derrame pleural maligno?,
siempre que sean descartadas previamente la insuficiencia
renal, hepatopatias y enfermedades dermatoldgicas.

Especificamente en el caso del mesotelioma, son Utiles los
marcadores CYFRA 21.1y CEA, que como se ha comentado
anteriormente, en la literatura hay descritos puntos de corte
para confirmar mesotelioma tanto para los marcadores
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CELULAS MESOTELIALES

CELULAS ATIPICAS

Uniforme, de mediano (10-30 um) hasta | Polimorfo generalmente muy
Tamafo ser mas grandes cuando se vuelven | grandes.
reactivas.
Relacion nucleo/citoplasma | Moderada / baja. Alta.

Nucleo

Unico o doble con contorno redondeado y
cromatina poco condensada.

Dos o mas, variados y abigarrados.
Cromatina laxa e inmadura.

Basdfilo desde tenue a intenso conforme

Intensa basofilia.

Citoplasma .
se vuelven reactivas.

Presencia de mitosis .
reactivas.

Puede haber en el caso de células

Presencia de mitosis anormales y
multiples.

También
Agrupaciones celulares

plano de foco.

tendencia a
agruparse, pero siendo claros los limites
entre células y observandolas en el mismo

presentan

Tendencia a formar nidos celulares o
sincitios, donde no se puede distinguir
el limite entre las células y aparecen
en distintos planos de foco.

Puede hallarse fagocitosis de elementos

Es frecuente la fagocitosis de otras

Fagocitosis . . . L o
en el caso de células reactivas. células neoplasicas (canibalismo).
Presencia de vacuola de gran tamafio
(célula en anillo de sello).
Otros

Vacuolizacién polar del citoplasma en
caso de células secretoras.

Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas entre células mesoteliales y células atipicas que permiten su
diferenciacién al microscopio. Adaptado de Merino A., 20114,

(CYFRA 21.1 >41,9 ng/mL y CEA >5 ng/mL) como para el
valor de la ratio CYFRA 21.1/CEA (>19,1).

- Péptido relacionado con la mesotelina soluble (SMRP)
o también denominado Mesotelina:

Se han realizado diversos estudios que demuestran su
relacion con el tamafio y progresion tumoral en el
mesotelioma epiteloide (aunque el sarcomatoso suele
resultar negativo). Sus valores se ven influenciados por la
funcién renal, y su principal uso radica en que valores bajos
permiten descartar mesotelioma, mientras que valores
superiores refuerzan la realizacion de técnicas invasivas
para su confirmacién.

Otoshi T et al.?2 en su estudio retrospectivo proponen un
punto de corte en 20 nmol/L para confirmar mesotelioma (S:
56,3%, E: 86,5%). Ademas, utilizando conjuntamente el
SMRP con la ratio CYFRA 21.1/CEA, mejora la sensibilidad
(93,8%) aunque disminuye algo la especificidad (64,9%) en
ambos parametros.

- Acido hialurénico:

Se ha demostrado mediante curvas ROC que un valor de
acido hialurénico superior a 100.000 ng/mL es sugestivo de
mesotelioma (S: 44y E: 96,5%).

8.3 Citologia e Histologia en AP:

En cuanto al diagnostico y categorizacion de los derrames
malignos, la citologia realizada es la técnica de eleccion. Sin
embargo, su negatividad no descarta malignidad ya que
presenta una sensibilidad del 60%. Ademés, esta
sensibilidad se ve reducida en el caso de los mesoteliomas.

Debido a la baja sensibilidad de la citologia, frecuentemente
son necesarios procedimientos mucho mas invasivos como
la biopsia pleural.

8.4 Tratamiento:

Como su diagndstico generalmente es tardio, la efectividad
de los tratamientos es escasa. La radioterapia es utilizada
como uso paliativo para control del dolor. En cuanto a la
guimioterapia, se aconseja no demorar su administracion
debiendo aplicarse antes de que el paciente presente
deterioro funcional.

La cirugia es raramente curativa, orientada a controlar
localmente la enfermedad, eliminar el derrame vy liberar el
pulmén para paliar el dolor y mejorar la ventilacion.
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1. INTRODUCCION

La citologia constituye una de las primeras pruebas que
comenzo a utilizarse en el laboratorio de hematologia. Se
trata de una técnica de escaso coste, disponible en muchos
centros y que asegura resultados rapidos. Sin embargo, en
los dltimos afios han aparecido nuevos métodos que han
revolucionado el diagnostico de las hemopatias malignas,
desde la citometria de flujo hasta las técnicas de biologia
molecular. Estas técnicas no solo han proporcionado una
mayor fiabilidad diagnéstica, sino que han permitido el
descubrimiento de nuevas entidades malignas, asi como su
reclasificacion.

A pesar de esto, la citologia continGia vigente como primera
etapa dentro del estudio de las muestras extraidas de médula
O0sea. Ademaés, ciertos hallazgos morfolégicos se relacionan
con determinadas alteraciones citogenéticas y moleculares,
lo que permite sospecharlas antes de la obtencién de unos
resultados que pueden demorarse durante dias o semanas.
En este caso clinico se expone uno de los ejemplos en los
que la morfologia celular aporta detalles sobre los
mecanismos moleculares subyacentes a la carcinogénesis.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Fiebre en varon de 63 afios de edad.
2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:
- Diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina.

- Panuveitis bilateral en seguimiento por oftalmologia y
reumatologia. En tratamiento con infliximab y
metotrexato.

2.3 Enfermedad actual:

Acude a urgencias por cuadro de 4 dias de evolucion
consistente en fiebre y dolor abdominal, ademés de hiporexia
y astenia de una semana de evolucion. Refiere nauseas y
algun vomito asociado y en el dia previo una deposiciéon de
coloracion oscura. Refiere ademas molestias gingivales
ocasionales en los ultimos dias. No clinica respiratoria ni
miccional. No antecedentes ocupacionales ni familiares de
interés.

2.4 Exploracion fisica:

Tension arterial: 110/78 mmHg, frecuencia cardiaca: 101
latidos por minuto, saturacion de oxigeno: 98%,
Temperatura: 36,1°C.

Hemodindmicamente estable y afebril, eupneico en reposo,
buen estado general, normoperfundido, normohidratado y
normocoloreado.

- Cabezay cuello: hipertrofia gingival en arcadas superior
e inferior. Adenopatia submandibular izquierda de
consistencia pétrea. Hipertrofia amigdalar izquierda
alcanzando linea media.

- Toérax: auscultacion cardiaca ritmica sin soplos.
Auscultacion  pulmonar con murmullo  vesicular
conservado sin ruidos sobreafiadidos.

- Abdomen: ruidos hidroaéreos conservados, blando y
depresible, no doloroso a la palpacion, sin signos de
irritacion peritoneal.

- Miembros: no edemas, no signos de trombosis venosa
profunda.

- Piely faneras: sin lesiones visibles.

- Neuroldgica: consciente y orientado, alerta, sin signos
de focalidad neuroldgica.

3. INFORME DE LABORATORIO

En la analitica sanguinea destaca una bicitopenia con
leucocitosis. Anemia normocitica normocrémica
(hemoglobina 8,1 g/dL, volumen corpuscular medio 83,9 fL,
hemoglobina corpuscular media 26,9 pg), plaquetopenia
(70.000/uL), leucocitosis con linfocitosis  (leucocitos
151.000/pL, linfocitos 141.400/uL, neutréfilos 8.300/pL).
Perfil hepético y renal normales (creatinina 0,79 mg/dL).
Elevacion de reactantes de fase aguda (proteina C reactiva
14,27 mg/dL, fibrinbgeno 543 mg/dL) y de lactato
deshidrogenasa (786 U/L). No elevacion de acido Urico (5,4
mg/dL) ni alteraciones iénicas (sodio 138mEq/L, potasio 3,87
mEq/L, calcio 8,6 mg/dL y fésforo 3,4 mg/dL).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

- Leucemia aguda linfoide (LLA)

- Leucemia aguda mieloide (LMA)
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5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Se realiza un frotis de sangre periférica, en el que se
observan un 92% de blastos de aspecto mieloide. Se aprecia
la presencia de dos poblaciones blasticas, una de menor
tamafo con granulaciéon e imagen de “huella dactilar” y otra
de mayor tamafio y contorno nuclear irregular de aspecto
monocitoide (Figura 1A yB).

En el aspirado de médula 6sea se aprecia una infiltracion por
88% de blastos, compatible con leucemia mieloide aguda
(Figura 1C y D). Por las caracteristicas morfologicas sugiere
descartar mutacion en los genes Nucleophosmin 1 (NPM1) y
FMS-like tirosine kinase-3 (FLT3).

En el estudio de biologia molecular, se detectan mutaciones
en el gen NPML1 localizadas en el exén 12. No se detecta
reordenamiento PML/RARa, reordenamiento RUNX1-
RUNX1T1, ni duplicaciones en tAndem del gen FLT3.

Mediante andlisis citogenético se realiza tanto el cariotipo,
como una hibridacion fluorescente in situ (FISH).

- Cariotipo: 46, XY, del(9)(p13)[6]/46,XY[21]. Se observa
una delecion intersticial en el brazo corto del cromosoma
9, esta delecion no incluye la region 9p21 del gen
supresor de tumores pl6/CDKN2A (Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 2A)

- FISH: Se descartan alteraciones del gen Lysine
Methyltransferase 2A (KMT2A (MLL)), inversion/
translocacion 3q, delecion 5q, delecion 7q, del(9p).

El estudio del inmunofenotipo mediante citometria de flujo
muestra una médula ésea hipercelular con infiltracién masiva
por un 85% de blastos mieloides, con fenotipo CD34-, HLA-
DR-, CD117+, CD13+, CD33++, que se suele asociar a
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mutacion en NPM1, compatible con leucemia mieloide
aguda.

6. DIAGNOSTICO

Neoplasia mieloide relacionada con la terapia, tipo leucemia
mieloide aguda.

7. EVOLUCION

El paciente ha recibido hasta la fecha un ciclo de induccién
segun el esquema 3+7 y una primera consolidacion con
citarabina a altas dosis, alcanzando respuesta citolégica
completa con enfermedad minima residual negativa. Se
encuentra pendiente de recibir una segunda consolidacién y
en proceso de estudio para valorar realizacion de trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Las leucemias agudas son neoplasias en las que la célula
clonal se corresponde con células madre hematopoyéticas
en estados muy inmaduros, conocidas como blastos?. En los
adultos, el 80% de las mismas proceden de blastos de estirpe
mieloide (mieloblastos), correspondiendo el 20% restante a
leucemias agudas linfoides, por otro lado, es el tipo de
leucemia aguda mas frecuente en la edad pediatrica®.

El diagnéstico se establece con la observacion en un frotis
de un 20% o mas de blastos con respecto a la celularidad
total en sangre periférica y/o médula 6seas. El diagnostico es
por tanto citoldgico, si bien se complementa con una serie de
pruebas adicionales, entre ellas el estudio del
inmunofenotipo de dichos blastos mediante citometria de
flujo, el estudio citogenético y el de biologia molecular®.

Figura 1. Microfotografias de extensiones de sangre periférica y aspirado
de médula 6sea. A y B imagenes a 100 aumentos de frotis de sangre
periférica con presencia de blastos con signo de la “huella dactilar”. Cy D
imagenes a 100 aumentos de frotis de aspirado de médula dsea: infiltracion
masiva por blastos de aspecto monocitoide. Elaboracion propia
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Estos Ultimos dos estudios mencionados son de vital
importancia para la deteccion de alteraciones genéticas
recurrentes, las cuales se tratan de un pequefio grupo de
anomalias que estan presentes en un alto porcentaje de
leucemias agudas mieloides. Esto tiene implicaciones
prondsticas, terapéuticas (puede implicar la decision de
realizar o0 no un trasplante de progenitores hematopoyéticos
como terapia de consolidacion), asi como diagndsticas, dado
que las leucemias agudas mieloides con presencia de las
translocaciones t(8;21), t(16;16), la inversion inv(16) o el
reordenamiento PML-RARa no requieren de un 20% de
blastos en médula 6sea o sangre periférica para su
diagnostico®.

En el paciente expuesto, destaca la presencia en el estudio
citolégico de una poblaciéon de blastos con una morfologia
caracteristica con presencia de "huella dactilar" o “nucleo en
copa”™. Esta morfologia, consecuencia de una invaginacion
citoplasmética rica en mitocondrias que desplaza el
contenido nuclear, se ha relacionado con la presencia de
mutaciones en los genes NPM1 y FLT3 y cariotipo normal®.
A continuacién, se va a desarrollar brevemente las
caracteristicas de las alteraciones genéticas asociadas a
esta morfologia.

8.1 NPM1

Las mutaciones en el gen NPM1 son las mas frecuentes en
la LMA en adultos (33% de los casos diagnosticados). Este
codifica para la proteina nucleofosmina (NPM1), implicada
en multiples funciones intranucleares, desde el control del
ciclo celular, duplicacion de centromeros hasta el transporte
de productos nucleares al citoplasma. Mientras que NPM1
wild-type se encuentra principalmente en el nucleo, sus
formas mutadas son exportadas al citoplasma por la
exportina 1 (XPO1), facilitando ademas el transporte
simultdneo de otras proteinas nucleares reguladoras al
citoplasma’.

La mutacion de NPM1, acompafiada de un cariotipo normal
y sin mutacion concomitante en forma duplicaciones internas
en tdndem de FLT3 (FLT3-ITD: internal tandem duplication)
0 con una ratio FLT3-ITD baja, confiere un pronéstico
citogenético favorable segin la clasificacion European
Leukemia Net 20178, la mas empleada en la practica clinica.

Ademas, se trata de una mutacién muy estable durante la
historia natural de la enfermedad, de forma que se puede
utilizar como marcador molecular para la deteccion de
enfermedad minima residual tras el tratamiento®.

8.2 FLT3

Por otro lado, el gen FLT3 es el segundo mas
frecuentemente mutado en la LMA en adultos tras NPM1. Se
encuentra situado en el cromosoma 13 y codifica para un
receptor tirosin-kinasa transmembrana (FLT3). Las
mutaciones de este gen pueden darse en forma de
mutaciones puntuales (FLT3-TKD: tyrosine kinase domain) o
bien por duplicaciones internas en tAndem (FLT3-ITD) siendo
estas Ultimas las mas frecuentes. La presencia de la
mutacion FLT3-ITD en general empeora el prondstico, si bien
los pacientes con mutaciones FLT3-ITD con ratio alélico bajo
(proporcién de alelos mutados/no mutados <0,5) asociadas

a mutacion en NPM1 tienen un prondstico similar al de las
formas con NPM1 con FLT3 nativo (es decir, pronéstico
favorable)®.

Por tanto, de acuerdo a la dUltima clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de las leucemias
agudas mieloides, el paciente expuesto perteneceria al
grupo relacionado con anomalias genéticas recurrentes
(mutacion de NPM1) si bien ha de tenerse en cuenta un
factor adicional, y es que recibio tratamiento con metotrexato,
considerado como farmaco quimioterapico del grupo de los
antimetabolitos. De acuerdo a la (ultima clasificacion,
prevalece este elemento por encima de la alteracion
molecular, por lo que el paciente fue diagnosticado
finalmente de neoplasia mieloide relacionada con la terapia®.

9. CONCLUSION

Pese a que la actual clasificacion de la OMS deja atras la
antigua clasificacion Franco-Americana-Britanica (FAB)
basada en parametros morfoldgicos y citoquimicos, el
diagndstico citolégico sigue siendo fundamental en la
determinacién del porcentaje de blastos circulantes, asi
como la objetivacion de rasgos displasicos.

En este caso, podemos ademés observar cémo la citologia
es capaz de orientar la presencia de determinadas
mutaciones genéticas relevantes para el prondstico de la
enfermedad. El ejemplo clasico de ello es la observacion de
promielocitos atipicos que hacen sospechar de la presencia
de una LMA promielocitica, y justifican el inicio de tratamiento
con ATRA aun no disponiendo de estudios genéticos y
moleculares que demuestren la existencia de la
translocacion t(8;21) y reordenamiento del gen PML-RARAa.
Esta actitud se basa en la urgencia que supone instaurar el
tratamiento en una enfermedad que habitualmente
compromete la vida por las alteraciones que induce en la
coagulacion, y por la fuerte asociacion de caracteristicas
morfolégicas y la alteraciébn molecular patogénica.

La sospecha de mutaciones en FLT3 y NPM1 no requieren
de una actuacion urgente como en el caso anterior, por lo
que habitualmente se espera a disponer del estudio de
biologia molecular para la catalogacion de la leucemia, si
bien los hallazgos morfolégicos pueden adelantar
informacién prondstica para el paciente.
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1. INTRODUCCION

Se denomina cédigo ictus al procedimiento de actuacion
hospitalaria que permite asegurar la rapidez diagnéstica,
actuacion y coordinacion entre las diferentes especialidades
médicas, ante una sospecha de ictus.

Se trata de una herramienta que reduce el tiempo de espera
hasta el diagnostico y, con ello, los riesgos de que se
produzcan consecuencias graves y/o irreversibles.

Este protocolo coordina la actuacion de los servicios de
urgencias, neurologia, analisis clinicos y enfermeria en caso
de llegada de un paciente con sintomas compatibles con
ictus (pérdida brusca de la fuerza, pérdida o alteracion del
habla, de la sensibilidad y/o de la vision).

Es importante que el médico de urgencias estabilice al
paciente inmediatamente después de su llegada al hospital y
proceda a la anamnesis y exploracion fisica de manera
exhaustiva con el objetivo de encontrar algun tipo de
alteracion que oriente el diagndstico hacia un posible ictus.

En el momento de la sospecha, el médico de urgencias
solicitara la realizacion de un TAC (tomografia axial
computerizada) que sera revisado por el servicio de
neurologia tratando de localizar una posible oclusién en el
flujo sanguineo y realizando las pruebas complementarias
pertinentes.

El servicio de enfermeria sera el encargado de monitorizar
las constantes del paciente de manera continua y realizar las
extracciones de sangre para enviar al laboratorio.

El laboratorio, por su parte, debe dar prioridad a la validacion
de los resultados de pacientes incluidos en este protocolo.

Se presenta el caso de una paciente que acude al servicio
de urgencias con sintomatologia compatible con ictus, por lo
que se activa el protocolo mencionado (Figura 1) a la espera
de resultados de las pruebas solicitadas.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Mujer de 89 afios institucionalizada, con cuadro de unas
horas de evoluciéon de desorientacion, pérdida de fuerza y
dificultad para hablar.

El personal de enfermeria del centro sospecha de una
posible infecciéon urinaria, ya que en personas de edad
avanzada se manifiesta frecuentemente con alteraciones del
comportamiento.

Se realiza un Combur Test®, que consiste en poner en
contacto la orina del paciente con una tira de plastico a la que
se encuentran adheridas una serie de almohadillas con
reactivos diferentes que permiten conocer de forma rapida
diferentes caracteristicas de la orina: densidad relativa, pH,
proteinas, glucosa, hemoglobina, bilirrubina, urobilinégeno,
nitritos y esterasa leucocitaria.

El resultado del Combur Test® de la paciente descarta la
sospecha inicial de infeccion urinaria, por lo que se decide el
traslado inmediato al servicio de urgencias.
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PARAMETROS
(Valores de referencia)

RESULTADOS EN URGENCIAS

Hemoglobina (12-16 g/dL) 10,3
Leucocitos (4-11*10°%/L) 133
Linfocitos (1-4*10°/L) 116
Plaquetas (150-400*10°%/L) 41

Tabla 1. Parametros alterados en el hemograma. Elaboracién propia.

A su llegada al hospital de referencia presenta asimetria
facial, disfagia y cefalea, junto con incremento de su déficit
motor.

2.2 Antecedentes personales y familiares:
No presenta antecedentes de interés.
2.3 Exploracion fisica:

Durante la exploracién neuroldgica se detecta pardlisis facial
central izquierda, lenguaje disartrico y plejia de extremidades
izquierdas con anestesia hemicorporal asociada.

Los resultados de esta exploracion son compatibles con el
diagnostico de ictus, por lo que se decide activar el protocolo
mencionado anteriormente y coordinar a los servicios
implicados.

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica de sangre destacan los resultados del
hemograma (Tabla 1) que alertan al personal de guardia:
presencia de una intensa leucocitosis junto con alarmas del
analizador que indican presencia de células no identificadas.

En el analizador Alinity hq® estas células no identificadas
generalmente se corresponden con células blasticas o
linfocitos de aspecto activado.

La importante leucocitosis a expensas de linfocitosis invita a
revisar el escatergrama (Figura 2) y a realizar una extension

de sangre periférica (Figura 3) con el objetivo de identificar
las células que han generado alarmas en el analizador.
Ante las alteraciones observadas en el escatergrama y la
morfologia apreciada en el frotis sanguineo, sugestiva de un
elevado porcentaje de blastos (95%), se informa al servicio
de hematologia que, tras revisar la extension de sangre
periférica, procede al ingreso inmediato de la paciente en su
planta.

Durante el ingreso se realizaron analiticas de control
obteniendo los resultados recogidos en la tabla 2.

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

- Episodio tromboembolitico: Se trata de la sospecha
inicial, ya que la sintomatologia de la paciente es
sugestiva de tromboembolismo a nivel cerebral.

- Leucemia aguda: La sospecha se inicia a nivel del
laboratorio, en la revision del hemograma y se confirma
con la visualizacion de la extension de sangre periférica.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Se comenta con la familia la posibilidad de realizar un
aspirado medular, con el objetivo de tipificar leucemia y
valorar los posibles tratamientos a utilizar.

La relacion beneficio/riesgo de esta prueba no parece
satisfactoria ya que someter a la paciente a una prueba

IAS x ALL (WBC)

ALl
1

IAS

Figura 2. Escatergrama obtenido mediante el analizador
hematolégico Alinity hg®. Se puede sospechar de la presencia
de blastos debido a la superposicion de poblaciones de
linfocitos y monocitos. El analizador genera alarma de blastos y
linfocitos atipicos. Elaboracion propia.

180



CLIN12LAB | Libro de Casos Clinicos de los Laboratorios del H120 2022

Figura 3. Morfologia de sangre periférica con tincién May-Griinwald Giemsa capturada por
Cellavision®. Se aprecia la presencia de un 95% de blastos con elevada relacion
nucleo/citoplasma. En algunas células se pueden observar nucléolos. Elaboracién propia.

invasiva podria producir dafios importantes debido a su
avanzada edad y a la gravedad de su estado.

La posibilidad de prescribir un tratamiento quimioterapico con
resultados satisfactorios parece reducida debido a la
situacion en la que se encuentra la paciente. Un tratamiento
tan agresivo, lejos de mejorar su situacion actual, podria
suponer graves riesgos para su salud.

El equipo médico informa de la situacion a la familia de la
paciente y propone la administracion de tratamiento paliativo
ante las escasas posibilidades de recuperacion.

Finalmente, la familia decide rechazar la prueba y el
tratamiento quimiotergpico y comenzar a aplicar medidas
paliativas.

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Ictus isquémico secundario a leucemia aguda.

7. EVOLUCION

La paciente fallece al tercer dia de ingreso.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA
8.1 Leucemia aguda

Las leucemias agudas suponen el 10% del total de los
canceres, con una incidencia de 2-3 casos por cada 100.000
habitantes/afio.

Esta enfermedad se produce como consecuencia de
mutaciones sométicas a nivel de las células madre
hematopoyéticas, generando una proliferacion
descontrolada de células inmaduras (blastos) que escapan
del control de los mecanismos regulatorios y apoptéticos.
Existe un desequilibrio en los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular, ocasionando la pérdida del proceso
madurativo de la célula precursora, que se transforma en una
célula leucémica.

En la mayor parte de los casos aparece de forma aguda en
personas previamente sanas y asociado a un grave deterioro
del estado general.

Las células inmaduras se acumulan en el torrente sanguineo
y médula ésea provocando insuficiencia medular e infiltracion
en diversos érganos (bazo, higado), asi como citopenias de
las tres series hematopoyéticas en sangre periférica,
desencadenando anemia, neutropenia y trombocitopenia. El
recuento leucocitario es variable, generalmente la deteccion
en el hemograma de una intensa leucocitosis se relaciona
con peor pronostico.

Entre los agentes que pueden dar lugar a esta enfermedad
se incluyen factores enddgenos, genéticos y ambientales.

La edad avanzada predispone al desarrollo de leucemias. El
envejecimiento conlleva una mayor probabilidad de sufrir
mutaciones en células somaticas, bien por azar o por
exposicién a agentes mutacionales a lo largo de la vida.

walsf\eiﬁ“ﬁ'f;i?;cia) BEY Bl
Hemoglobina (12-16 g/dL) 10,3 9,4
Leucocitos (4-11*10°%/L) 133 222
Blastos (0%) 95 94
Plaquetas (150-400*10°%/L) 41 29

Tabla 2. Evolucion de las analiticas de control durante el ingreso. Se puede observar como los parametros que
se encontraban fuera de rango, lejos de mejorar, se alteran mas con el paso de los dias. Elaboracion propia.
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Agentes infecciosos, especialmente virus (Virus de Epstein-
Barr, Citomegalovirus, Virus de la Inmunodeficiencia
Humana o Virus de Hepatitis C), farmacos antineoplasicos
(inhibidores topoisomerasa Il o agentes alquilantes) y
agentes quimicos como el benceno o fisicos como las
radiaciones pueden dar lugar a esta enfermedad.

Las leucemias agudas presentan una distribuciéon bimodal a
lo largo de la vida, destacando dos picos de edades. A
temprana edad, entorno a los 3-5 afios predominan las
leucemias de estirpe linfoide mientras que, las leucemias de
estirpe mieloide son mas frecuentes en edades superiores a
los 65 afios.

Pueden ser de dos tipos:

- Primarias o “de novo” no hay antecedentes que
provoquen su aparicion.

- Secundarias: consecuencia de enfermedades previas o
tratamientos  quimioterapicos, antineoplasicos o
radioterapicos.

Para su diagnostico se utilizan distintos tipos de técnicas?:

- Estudio morfolégico de las células en sangre periférica a
través de un frotis sanguineo y posterior tinciébn con May-
Grunwald-Giemsa o con tinciones citoquimicas segun la
sospecha. La observacion de células inmaduras en el
frotis es sugestiva de leucemia.

- Biopsia de médula ésea: permite conocer la celularidad
e histologia del tejido. El microambiente de la médula.

- Estudio inmunofenotipico. La expresién antigénica de
las células constituye su inmunofenotipo. Permite la
identificacion de la linea celular y su grado de
maduracion. La citometria de flujo permite el diagnéstico
y el seguimiento de la eficacia terapéutica.

- Estudio citogenético de sangre periférica y/o medular:
tienen su papel en la identificacién de algunos subtipos
de leucemias agudas. Ademas, en algunas de ellas,
presenta un valor prondstico independiente.

La clasificacion MIC (morfologia, inunofenotipo vy
citogenética) se basa en el estudio morfologico, su
inmunofenotipado y la citogénetica de la célula blastica.

La clasificaciébn mas utilizada ha sido la clasificacion FAB
(French-American-British). Seguidamente la Organizacion
Mundial de la Salud propuso su clasificacién siendo la ultima
la del 2016.

Las leucemias agudas se dividen en dos grupos, teniendo en
cuenta el origen de la célula precursora implicada.

- Leucemia aguda mieloide (LMA): la célula blastica es de
origen mieloide.

- Leucemia aguda linfoide (LLA): el origen de la célula
blastica es linfoide.

A pesar de esto, hay que tener en cuenta que existen
leucemias agudas que expresan marcadores de los dos
grupos (linfoides y mieloides), denominidndose leucemias
agudas indiferenciadas.

8.2 Complicaciones cerebrovasculares

Las enfermedades hematolégicas pueden causar
alteraciones a nivel cerebrovascular entre las que destacan
alteraciones isquémicas, hemorragia subaracnoidea o
trombosis. Se trata de complicaciones que aparecen con una
baja frecuencia, sin embargo, es importante permanecer
alerta ante su posible aparicién, ya que pueden tener
consecuencias graves para la salud del paciente.

Una de las enfermedades hematologias con mayor
frecuencia de accidentes cerebrovasculares asociados es la
leucemia aguda.

Generalmente aparecen un tiempo después del diagnéstico
de leucemia, aunque, ocasionalmente, pueden tratarse del
primer sintoma, produciendo confusiéon en el diagndstico
inicial. En estos casos, la clave para diferenciar un accidente
cerebrovascular de una leucemia aguda reside en los
resultados del hemograma y posterior visualizacion del frotis
sanguineo.

En las leucemias agudas se observar4 leucocitosis
acomparfada de anemia, trombopenia y presencia de células
inmaduras en el frotis.

Los accidentes cerebrovasculares secundarios a leucemia
son consecuencia de hipercoagulabilidad, coagulacion
intravascular diseminada o leucostasis.

La manifestacion mas frecuente es la hemorragia
intracraneal, favorecida por el reducido recuento plaquetario.

La leucostasis se considera un hallazgo de mal pronéstico
debido a la elevada tasa de mortalidad asociada?®.

8.3 Leucostasis

La leucostasis se define como una complicacion secundaria
a hiperleucocitosis en la que se acumulan blastos en vasos
sanguineos de pequefio calibre, principalmente a nivel de
sistema nervioso central y pulmonar. Se relaciona con una
mortalidad superior al 20%, por lo que se considera un signo
de mal prondstico en el contexto de una leucemia aguda.

Se asocia con hiperleucocitosis superior a 50.000
leucocitos/mL. La significacion clinica de esta entidad es
importante cuando se superan los 200.000 leucocitos/mL en
caso de leucemias mieloides y 300.000/mL en caso de
leucemias linfoides.

La incidencia de leucostasis es mas elevada en caso de
leucemia mieloide aguda en comparacion con leucemia
linfoide aguda. Este hecho se debe al mayor tamafio de los
blastos mieloides con respecto a los linfoides y a su mayor
predisposicion a la adhesion al endotelio vascular debido a
la sobreexpresion de moléculas como la ICAM-1 (molécula
de adhesion intercelular de tipo 1) y la P-selectina.

El elevado recuento de leucocitos produce un aumento de la
viscosidad sanguinea que, acompafiada de la reducida
capacidad de deformacion de los blastos, origina la
obstruccidn e invasion de los vasos de la microcirculacién por
microagregados de células leucémicas?.

Las principales complicaciones de la leucostasis son:

- Sistema nervioso central (SNC): puede manifestarse
como diplopia, convulsiones, estupor y coma. Sus
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principales complicaciones son la hemorragia cerebral y
trombosis a nivel de los vasos cerebrales.

- Sistema pulmonar: Cursa con hipoxemia, dishea y
taquipnea pudiendo derivar en wuna insuficiencia
respiratoria grave y hemorragia pulmonar.

- Sindrome de lisis tumoral: secundario a la destruccion
celular desencadenada por la leucocitosis.

La leucostasis se considera una emergencia hematolégica,
por lo que el tratamiento debe ser instaurado lo antes posible.
Consiste en la administracién de uricoliticos para evitar
complicaciones secundarias al sindrome de lisis tumoral,
acompafiados de hidroxiurea que reduce el recuento
leucocitario.

Se realiza leucocitorreduccion mediante leucoféresis o
quimioterapia con el objetivo de reducir el numero de
leucocitos circulantes y, con ello, la posibilidad de
complicaciones.

9. CONCLUSIONES

Las leucemias agudas cursan con un aumento brusco en el
namero de leucocitos en sangre periférica que puede derivar
en leucostasis, sigho de mal pronéstico.

La leucostasis se puede presentar con diversas
manifestaciones clinicas, por lo que es importante conocer
su sintomatologia para realizar un diagnostico temprano y
someter al paciente a tratamiento lo antes posible,
aumentando la posibilidad de éxito.

En el caso presentado, el debut de la leucemia se produce
de manera inusual ya que la intensa leucocitosis provoca una
isquemia cerebral relacionada con la oclusion de los vasos
sanguineos, lo que explica como una leucemia aguda pudo
ser diagnosticada, inicialmente, como un ictus isquémico.

En este caso, el trabajo del laboratorio es fundamental ya
que, por una parte, se descarta la sospecha inicial de ictus y,
por otra, se confirma por los datos obtenidos que se trata de
una leucemia aguda.

La situacion de la paciente en cuanto a su avanzada edad y
la gravedad de su patologia en el momento del diagnéstico
imposibilitan la aplicacion de un tratamiento satisfactorio,
debido a la posibilidad de producir complicaciones graves.
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1. INTRODUCCION

Los linfomas no-Hodgkin (LNH) constituyen un grupo
heterogéneo de neoplasias hematologicas caracterizadas
por una proliferacion clonal de células linfoides de estirpes B,
T, 0 en un menor nimero de casos, células NK, en tejidos
linforreticulares (médula Osea, ganglios linfaticos, bazo,
higado, timo y aparato digestivo). Debido a la amplia
variabilidad etioldgica, morfolégica, inmunofenotipica vy
genética, se pueden distinguir hasta 40 subtipos histolégicos
de LNH.

Los LNH son infrecuentes en poblacion pediatrica, con una
incidencia anual de aproximadamente 1 de cada 100.000
individuos. Tradicionalmente, estos linfomas se han dividido
en dos grandes grupos en cuanto a su historia natural:
indolentes (bajo grado) y agresivos (alto grado).

En nifios y adolescentes, los mas frecuentes son los linfomas
de alto grado, que se caracterizan por una rapida progresion.
Pueden debutar en forma de compresion de estructuras
anatémicas adyacentes debido al rapido crecimiento de las
adenopatias o masas, pudiendo provocar también un
sindrome de lisis tumoral, con alteraciones iénicas y fracaso
renal agudo.

2. BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta

Traslado desde otro hospital por derrame pleural.
2.2 Antecedentes personales

Episodios de broncoespasmo secundario a infecciones
respiratorias. No ingresos ni cirugias previas.

2.3 Antecedentes familiares
Madre: hipotiroidismo.
Abuelo paterno: cancer de colon.
Tia materna: cancer de mama
Abuela materna fallecida a los 42 afios por ictus.

Abuelo materno carcinoma microcitico

pulmonar.

fallecido por

2.4 Enfermedad actual

Varon de 4 afios trasladado desde otro hospital por derrame
pleural.

Cuadro de 48 horas de evolucion de tos seca y dificultad
respiratoria con mejoria parcial tras administracion de
salbutamol en domicilio.

Figura 1. Radiografia de térax en proyeccion
posteroanterior realizada a su llegada a nuestro centro.
Elaboracién propia.
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Inicia febricula de hasta 37.7°C y dolor en hemitérax
izquierdo de pocas horas de evolucion por lo que acuden a
su hospital de referencia donde evidencian tiraje
supraesternal e infraesternal, taquipnea con frecuencia
respiratoria de 30 rpm (IR: 20-25 rpm), hipoventilaciéon en
campo izquierdo anterior. Se administra salbutamol y
metilprednisolona (1.5 mg/Kg) sin mejoria.

Por ello, se realiza radiografia de térax en la que se
evidencia opacificacion completa del campo pulmonar
izquierdo, con sospecha de derrame pleural masivo que
desplaza las estructuras mediastinicas y ocasiona
atelectasia compresiva importante. Figura 1.

Se realiza extraccion sanguinea para bioquimica,
hemograma y hemocultivo. Se inicia oxigenoterapia con
gafas nasales, dieta absoluta y sueroterapia intravenosa. Se
contacta con nuestro hospital para traslado.

2.5 Exploracion fisica

Auscultacién pulmonar con hipoventilacion de campo
izquierdo, de predominio en zona basal, sin ruidos
sobreafiadidos. Auscultacion cardiaca: desviacion de los
tonos cardiacos a la derecha, ritmico, sin soplos.
Abdomen: blando, depresible, no doloroso a la palpacién.
Signos meningeos negativos, no rigidez de nuca. Alerta,
obedece 6rdenes, lenguaje sencillo.

Frecuencia cardiaca: 155 Ipm. Sat 02 99% con gafas nasales
a 1lpm. Aceptable estado general. Tiraje subcostal e
intercostal. Taquipnea a 34 rpm. Leve palidez cutanea

3. INFORME DEL LABORATORIO

En la analitica, presenta perfil renal y hepatico sin
alteraciones. No se observan aumento de reactantes de fase
aguda. En la Tabla 1 se muestran los Unicos parametros
solicitados que presentan alteraciones.

Parametros Valor IR
Glucosa 155 mg/dL 60-100 mg/dL
PCR 1°01 mg/dL 0’10-0'50 mg/dL
- Neutrofilos 11’4 x1.000/pL 1’5-8 x1.000/uL
- Linfocitos 1 x1.000/pL 2'4-9 x1.000/pL
Coagulacion
66% 75-140%
- Actividad de protrombina
- Tiempo de protrombina 14 97-139s
- INR 132 0'80-120
- Fibrindgeno derivado
695 mg/dL 200-560 mg/dL

Tabla 1. Informe de laboratorio. Extraccion sanguinea realizada a la llegada del paciente a Urgencias. Sélo se

exponen los pardmetros alterados. (IR: Intervalo de referencia). Elaboracién propia.

Parametros Valor IR
Glucosa (LP) 80 mg/dL
LDH (LP) 990 U/L
Proteinas (LP) 4’1 g/dL
Hematies (LP) 89.845 células/pL 0 células/uL

Leucocitos (LP)

-  PMN
- MN

29.417 células/uL
1%
99%

<250 células/pL

Tabla 2. Informe de laboratorio. Muestra de liquido pleural obtenida por
toracocentesis. (PMN:polimorfonucleares; MN: mononucleares; IR: intervalo de

referencia). Elaboracion propia.
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Parametro Valor Intervalo de referencia
LDH 472 U/L 120-300 mg/dL
Acido urico 8’3 mg/dL 2'2-7'7 mg/dL

Tabla 3. Informe de laboratorio. Ampliacion tras la observacion del liquido pleural.
Elaboracién propia.

Se solicita frotis de sangre periférica en el que no se
observan alteraciones morfoldgicas significativas ni formas
celulares inmaduras.

Destaca actividad de protrombina de 66% y se administra
vitamina K intravenosa (10 mg) para la realizacion de
toracocentesis diagndstica. Se remite el liquido pleural al
laboratorio para el estudio citolégico y bioquimico,
obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 2):

Debido a la marcada elevacion de LDH en liquido pleural se
decide desde laboratorio realizar citocentrifuga y tincion para
estudio al microscopio optico con el fin de descartar
malignidad. Se observa que practicamente la totalidad de
estas células mononucleares son células de habito blastico
(Figura 2A y 2B), con elevada relacion nucleo-citoplasma,
cromatina laxa, algunas de ellas con nucleo “en forma de flor”
(Figura 2C) y nucléolo visible, citoplasma escaso, basofilo.

El estudio citolégico en el laboratorio del liquido pleural
orienta hacia una posible patologia maligna por lo que se
amplian LDH y acido urico en plasma para descartar datos
de lisis tumoral (Tabla 3).

4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Los principales diagnésticos diferenciales a considerar en el
caso de una masa mediastinica anterior son:

—  Tumoral:

e Linfoma/Leucemia linfoblastica T

o Lo mas probable en este grupo de edad, sobre
todo teniendo en cuenta la rapida evolucion. La
denominacion de leucemia o linfoma
linfoblastico vendra definida segin si la
infiltracion en médula 6sea sea mayor o menor
al 20%, respectivamente.

e Otros linffomas no Hodgkin (como el linfoma
anaplasico de células grandes T, el linfoma B difuso
de células grandes mediastinico primario...)

e Linfoma Hodgkin

e Teratoma

e Timoma

— Bocio Tiroideo

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Los resultados obtenidos en liquido pleural son sugestivos
de malignidad. Por ello, se realiza TAC de térax-abdomen-
pelvis en el que se observa una masa en mediastino anterior
que mide aproximadamente 7.3 x 6.8 x 7.2 cm de ejes TR x
AP x CC, asociada a implantes pleurales izquierdos y
conglomerado adenopdtico retroperitoneal sugestivo de
sindrome linfoproliferativo. Figura 3.

oWy XX

Figura 2 A, B y C. Imagenes de microscopia Optica de citologia tras citocentrifuga de liquido pleural. En
Ay B se puede observar la infiltracion masiva por linfocitos de pequefio-mediano tamafio, con nicleo
irregular y, las células de habito blastico de mayor tamafio, cromatina laxa con algunos nucléolos. En la
figura 3C se observa con mayor detalle la morfologia tipica con nucleo irregular, polibulado, que pueden
adoptar los blastos linfoides T. Elaboracién propia.
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Figuras 3A y 3B. Imagenes de tomografia computerizada (TC) toracica tomadas mediante cortes
transversal y sagital, respectivamente. Se observa una masa mediastinica de mas de 7 cm de diametro
mayor junto al derrame pleural izquierdo. Elaboracion propia.

Tras la observacion en el laboratorio de células de aparente
hébito blastico, se envia muestra de liquido pleural al Servicio
de Anatomia Patolégica para inmunofenotipado.

Adicionalmente, se realiza estudio de extension con aspirado
y biopsia de médula ésea y puncién lumbar.

Por un lado, el estudio anatomopatolégico de la biopsia
osteomedular, conformado por estudio macroscépico,
microscopico e inmunohistoquimico, destaca la presencia de
un infiltrado linfoide con expresion CD2+, CD3+, CD4+,
CD7+ y CD8+, con un 5%, aproximadamente, de células
blasticas con expresion focal de CD1a.

El estudio citoldgico del aspirado medular refleja una muestra
con escaso grumo e hipocelular con linfocitosis en distintos
estadios de maduracion compatible con la edad y con
infiltracién de un 4% de blastos de habito aparentemente
linfoide. Con el fin de verificar la presencia de poblacion
blastica en el aspirado, se remite muestra para analisis de
citometria de flujo, confirmandose una minima infiltracion de
médula ésea por un 0.4% de blastos linfoides T con
expresion CDla+, CD2+, CD3+ citoplasmatico, CDA4+,
CD7+, CD8+, CD99++. Ademas, se envia muestra de
aspirado para estudio de biologia molecular. Se realiza
andlisis de fragmentos en el que se detecta reordenamiento
en el receptor TCR de linfocitos T, sugestivo de clonalidad, y
secuenciacion masiva por NGS, localizando una variante
clasificada como probablemente patogénica ¢.5162T>G (p.
Vall721Gly) en el gen NOTCH1.

Por otro lado, en cuanto al estudio del liquido pleural, los
resultados del estudio del inmunofenaotipo celular concuerdan
con el diagnostico en médula ésea al determinar una
infiltracion pleural por blastos linfoides T en estadio cortical
con expresion CDla+, CD2+, CD3+ citoplasmatico, CD4+,
CD7+, CD8+. Figura 4. Ademas, se realiza secuenciacion
masiva y se objetiva una variante en el gen NOTCH1 con una
frecuencia alélica del 44,3% clasificada como probablemente
patogénica.

El estudio de citometria de flujo realizado en LCR descarta la
presencia de blastos en el sistema nervioso central (SNC).

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Infiltracion medular 'y pleural por leucemia/linfoma
linfoblastico T cortical en estadio IV con mutacion NOTCH1
y cariotipo normal.

7. EVOLUCION

Se inicia tratamiento para el sindrome de lisis tumoral con
rasburicasa e hidratacion intensiva, asi como prefase
citorreductora con metilprednisolona.

Tras confirmarse el diagnéstico y completar el estudio, se
incluye al paciente dentro del ensayo clinico LBL2018
“International cooperative treatment protocol for children and
adolescents with lymphoblastic lymphoma".

Inicia tratamiento de induccién la segun el protocolo del
estudio. Al finalizar la induccion se realiza TAC de térax de
reevaluacion, encontrandose en respuesta completa.
Continda con tratamiento de induccion Ib, con nueva
reevaluacion al final. Posteriormente prosigue con las fases
sucesivas del protocolo, como complicaciones presenta un
episodio de neutropenia febril sin  aislamientos
microbioldgicos que se manejo con antibioterapia de amplio
espectro y un deterioro de funcién renal en relacion con dosis
de altas de metotrexate. En el momento actual se encuentra
a 1 afio tras el inicio de tratamiento, continda con el
tratamiento de mantenimiento y permanece en remision
completa.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

La tercera neoplasia mas comun en la infancia es el linfoma,
englobando tanto el linfoma de Hodgkin como el linfoma no
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Figura 4. Gréficos de dispersion correspondientes al analisis por citometria de flujo del liquido pleural. En color
rojo se puede observar la poblacion de blastos linfoides T CDla+, CD2+, CD3+ citoplasmatico, CD4+, CD7+,
CD8+. Elaboracion propia.

Hodking, siendo el LNH predominante en poblacion
pediatrica de edades inferiores a 15 afios.

Entre los LNH encontramos hasta 40 subtipos histoldgicos,
siendo los mas comunes en pacientes pediatricos el linfoma
de Burkitt, linfoma linfoblastico, linfoma anaplasico de células
grandes y linfoma de células B difuso.

El linfoma linfoblastico se caracteriza por una proliferacion de
linfoblastos tanto en médula 6sea como en sangre periférica.

Histologicamente, los linfomas linfoblasticos modifican
parcial o totalmente la estructura celular de los ganglios
linfaticos. Las células linfoblasticas se caracterizan por ser
de tamafio mediano, con elevada relacién ndcleo-citoplasma,
citoplasma basofilo, cromatina laxa y nucleolo pequefio
visible.

Inmunofenotipicamente, la mayoria de linfomas linfoblasticos
son de estirpe T y suelen expresar marcadores de
diferenciacion linfoide temprana, como CD34, CD10 y
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Ademas, los
linfomas linfoblasticos T (LBL-T) expresan otros antigenos de
superficie como CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 y CD8.
En funcién de los antigenos de superficie expresados, se
pueden subclasificar las neoplasias linfoblasticas T en
distintos estadios (Tabla 4)

A nivel genético, se conocen distintas anomalias
cromosomicas recurrentes en este tipo de neoplasias, entre
las que se encuentran distintas traslocaciones reciprocas en
las que se ven afectados genes que codifican para factores
de ftranscripcion claves en el desarrollo celular de los
linfocitos, conllevando a una sobreexpresion de estos.
Ademas, gracias a los estudios moleculares de
secuenciacion, se han podido conocer qué variantes en
ciertos oncogenes son claves en el desarrollo de la

neoplasia, asi como en implicaciones

terapéuticas y prondsticas.

las posibles

En este caso, cabe destacar la presencia de una variante
probablemente patogénica en el gen NOTCHL1. La familia de
genes NOTCH codifican receptores transmembrana
altamente conservados que forman parte de vias de
sefializacion clave en distintos procesos celulares como
proliferacién, crecimiento, migracion, diferenciacion y
apoptosis. El receptor Notchl es clave en el mecanismo
molecular implicado en la diferenciacion celular de
progenitores de linfocitos T, habiéndose descrito variantes
patogénicas o probablemente patogénicas en NOTCH1 en
leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T), leucemia
linfocitica cronica (LLC) y tumores sélidos. Linfomas en los
que se han descrito mutaciones en genes NOTCH en nifios
se han asociado con mejor prondstico de la enfermedad.

La presentacion clinica de los linfomas es muy variada, esta
dependerd de la localizacion y de la extension de la
neoplasia. Los pacientes pediatricos, generalmente,
presentan afectacion extraganglionar (abdominal,
mediastinica o en la region de la cabeza y el cuello). Los
linfomas linfoblasticos de células T suelen presentarse en
forma de masa extraganglionar en el mediastino o la region
de la cabezay cuello. En este caso, el paciente presenta una
masa mediastinica que comprime distintas estructuras
anatomicas dando lugar a un espectro de sintomas
respiratorios como disnea, tos o derrame pleural asociados.
Ademas, se puede dar afectacion del sistema nervioso
central caracterizada por paralisis de los pares craneales o
pleocitosis del liquido cefalorraquideo. En algunos casos, se
puede encontrar infiltracién de médula 6sea. Se considera
leucemia si entre el 20-30% de la médula 6sea esta infiltrada
por linfoblastos, mientras que, si la infiltracion es menor de
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Estadio

Inmunofenotipo

Etapa temprana doble
negativa

CDla-, CD3+ citoplasmatico, CD7 +

Estadio timico cortical
temprano

CDla +, CD2 +, CD3+ citoplasmatico (a menudo CD4 +, CD8 +, CD5 +,

CD7 +, CD21 +)

Estadio timico cortical tardio

CD1a-, CD2 +, CD3+ de superficie, CD5 +, CD4+ o CD8 +

Tabla 4. Subclasificacion inmunofenotipica de neoplasias linfoblasticas T. Adaptado de: Sandlund JT, Onciu
M. Linfoma infantil. En: Abeloff. Oncologia clinica. 6°d. Elsevier. 1765-1782.

dicho porcentaje, se trataria de un LNH en estadio avanzado
con afectacion medular.

Por tanto, teniendo en cuenta todo lo expuesto
anteriormente, para realizar el diagnéstico es necesario
realizar un estudio en el que se incluya anamnesis,
exploracion  fisica, hemograma completo, pruebas
bioquimicas de funcién renal, funcién hepética y acido Urico.
Ademas, deben realizarse biopsia y el aspirado de médula
Osea; y estudios de imagen como TAC de térax, abdomen y
pelvis. En los casos que presenten un derrame pleural
asociado, se debe realizar una toracocentesis para obtencion
de liquido pleural ya que el estudio citologico de este suele
ser diagndstico. Por ultimo, es necesario realizar una puncion
lumbar para descartar infiltracion del SNC.

El tratamiento de eleccion del linfoma linfoblastico T es la
guimioterapia, empleando generalmente una combinacion de
multiples farmacos (corticoides, metotrexate a dosis altas,
ciclofosfamida, citarabina, vincristina, antraciclinas y L-
asparaginasa). Para elegir el esquema adecuado, se suelen
estratificar los pacientes en funcién del riesgo, y esta
clasificacion se realiza en base al estadio segun la extension
de la enfermedad al diagnéstico (limitado: estadios | vy II;
avanzado: estadios Il y V). Uno de los farmacos mas
recientemente aprobados para el LBL-T y la LLA-T es la
nelarabina. Es un profarmaco hidrosoluble del anélogo de la
guanosina (ara-G). En diversos estudios se ha visto que
disminuye el riesgo de recidiva a nivel de SNC en la LLA-Ty
parece mejorar la supervivencia global en algun estudio en
LBL-T y LLA-T. Sin embargo, no hay claro consenso sobre si
el mejor momento para emplearlo es en primera linea y tras
la recaida.

En los dltimos afios, gracias a los nuevos esquemas de
tratamiento, el pronodstico de estos pacientes ha mejorado
considerablemente, especialmente en la poblacidon
pediatrica, en la que hasta un 80% de los pacientes pueden
mantener una remisién completa de la enfermedad a largo
plazo. Aun asi, es importante un diagndstico rapido y
completo, integrando el estudio  citolégico vy
anatomopatolégico con las técnicas de citometria de flujo,
citogenética y biologia molecular. Ademas, en este caso,
cabe destacar la relevancia de la citocentrifugacion como
técnica rapida y de bajo coste que permite una correcta
visualizacion y clasificacion de los elementos formes
presentes en los liquidos bioldgicos. Gracias a ella, fue

posible la observacion de formas inmaduras en el liquido
pleural que hicieron sospechar de una patologia
hematolégica en un paciente con hemograma y frotis de
sangre periférica sin alteraciones en las lineas
hematopoyéticas.
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33-ENFERMEDAD DE ORINA CON OLOR A JARABE DE ARCE: A
PROPOSITO DE UN CASO CLINICO

Autor: Daniel Parraga Garcia, José Miguel Comino.

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

Palabras clave: Jarabe de Arce, Metabolopatias, MSUD.

1. INTRODUCCION

La enfermedad de orina con olor a jarabe de arce (MSUD, en
inglés “Maple Syrup Urine Disease”), es una enfermedad
metabdlica caracterizada por la acumulacién de aminoacidos
de cadena ramificada y de alfa-cetoacidos ramificados. Los
pacientes con esta enfermedad presentan un olor particular
en la orina, semejante al sirope de arce’.

El diagndstico de esta enfermedad enzimatica comienza
detectandose concentraciones en plasma de aminoacidos de
cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina (BCAA). Mas
tarde se pueden identificar cetoacidos ramificados (BCKA),
sugiriendo que el defecto metabdlico se encuentra en la
descarboxilacion de los cetoacidos.

La MSUD es una enfermedad de herencia autosomica
recesiva, con una prevalencia de 1:185.000 en recién
nacidos. Mediante técnicas de genética molecular, se ha
conseguido identificar las mutaciones responsables del
defecto genético del complejo enzimatico localizando sus
genes codificantes.

2.  BREVE HISTORIA CLINICA
2.1 Motivo de consulta:

Nifia procedente de Guinea Ecuatorial que con 2 meses de
edad acude al centro hospitalario, con episodios de hipotonia
y succién débil. Tras valorar a la paciente se recomienda
tratar el caso en un centro especializado por sospecha de
encefalopatia metabdlica de debut neonatal.

2.2 Antecedentes personales:
Entre los antecedentes personales destacan:

- Recién nacido a término (38 semanas) por ceséarea
debido a crecimiento intrauterino restringido (CIR) y
presentacion transversa durante el parto. El CIR se trata
de una condicion en la que el crecimiento del bebé se
ralentiza o cesa en el Utero por debajo del percentil 3
para esa edad gestacional. Es un problema
relativamente comun, afecta en sus diferentes grados a
un 8-10% de los embarazos

- La paciente no presenta alergias conocidas.
2.3 Antecedentes familiares:
Familia procedente de Guinea Ecuatorial.

- Madre sana segun refiere. Control del embarazo y
serologias maternas desconocidas. La madre informa
haber tenido fiebre tifoidea al final del embarazo.

- Padre sano.

- Tres hermanos sanos.
2.4 Enfermedad actual:

Ingresa en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal a los
7 dias de vida con:

- Sospecha diagnostica de encefalopatia metabdlica,
presentando  sintomas tales como hipotonia
generalizada y succion débil desde los 5 dias de vida,
junto con crisis convulsivas durante ingreso manejadas
con fenobarbital.

- Sospecha de sepsis, recibiendo antibioterapia de amplio
espectro durante 21 dias y Aciclovir 7 dias por sospecha
de encefalitis.

- Laringomalacia y posible traqueomalacia.

Tras sospecha de encefalopatia metabdlica, pasa a planta
de pediatria para valorar el problema

2.5 Exploracioén fisica:

- Talla: 50 cm, siendo 3,2 desviaciones estandar
negativas con respecto al consenso de 2010 y -4,7
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

- Peso: 3,1 Kg, siendo 3,2 desviaciones estandar
negativas con respecto al consenso de 2010 y -3,6
segln la OMS.

- IMC de 12,4 Kg/m?, estando -2,7 desviaciones estandar
por debajo del consenso 2010y -2,6 segin OMS.

- Superficie corporal 0,21 m?,

- Perimetro cefalico de 35 cm, -3,6 desviaciones estandar
por debajo de criterios de la OMS.

La paciente presenta un aspecto desnutrido, pese a
encontrarse bien hidratada y perfundida. Se observa hernia
umbilical reducible, abdomen distendido pero blando y
depresible, y auscultacion cardiaca ritmica sin soplos.

Con respecto a la auscultacion pulmonar, se evidencia
estridor inspiratorio audible sin fonendo, buena entrada de
aire bilateral y simétrica.

Paciente consciente y alerta, con movimientos de los
miembros superiores en extension y rotacion interna.

Presenta una marcada hipotonia, con postura en libro abierto
y movimientos oculares normales. La fontanela anterior es
normotensay se observan manchas amoratadas en miembro
superior izquierdo.
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3. INFORME DEL LABORATORIO

Tras la sospecha de enfermedad metabdlica, se realiza el
andlisis  bioquimico de enfermedades metabdlicas
hereditarias.

Se utilizan muestras de suero donde se cuantifican los
aminoacidos por la técnica de cromatografia de intercambio

i6nico. En la Tabla 1 se muestran los valores con un fuerte
aumento con respecto a la normalidad.

Se analizan también los acidos organicos en orina por la
técnica de GC/MS (cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas). Se muestran los resultados
alterados en la Tabla 2.

PARAMETROS pmol/L Valores de referencia
Valina 897 149+48
Isoleucina 838 50+21
Leucina 4.025 98+38
Alo isoleucina 289 <5

Tabla 3. Estudio de aminoacidos en suero por cromatografia de
intercambio i6nico. Elaboracion propia.

PARAMETROS (ORINA) mmol/mol creatinina | Valores de referencia
METABOLITOS COMPATIBLES CON MSUD

Acido 2-OH-isovalérico 1.297 0-9

Acido 2-0x0-3ME-valérico 173 No detectable
Acido 2-oxo-isocaproéico 328 No detectable
Acido 2-OH-isocaproico 289 No detectable
Acido 2-OH-3-Me-valérico 495 No detectable
METABOLITOS DE ACIDOSIS LACTICA

Acido lactico 10.953 5-113

Acido 2-OH-butirico 189 0-4
METABOLITOS DE CETOSIS

Acido acetoacético 826 0-7

Acido 3-OH-butirico 7.875 2-17

OTROS METABOLITOS

Acido glicolico 858 9-143

Acido 3-OH-propionico 186 5-27

Acido 3-OH-isovalérico 416 1-40

Acido glicérico 656 1-26

Acido 4-OH-fenillactico 465 0-8

Acido 4-OH-fenilpirtvico 491 0-14

Tabla 2. Estudio de metabolitos en orina analizados por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC/MS). MSUD: enfermedad de orina con olor a Jarabe de
Arce, por sus siglas en inglés. Elaboracion propia.
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4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Los resultados obtenidos son compatibles con la enfermedad
de orina con olor a jarabe de arce.

Para confirmar la enfermedad, se precisa realizar el analisis
de mutaciones.

5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

Para realizar el andlisis de mutaciones, se envia al
laboratorio una muestra anticoagulada de 2-3 mL de sangre
a temperatura ambiente, y sangre impregnada en papel de
los padres. Para el analisis de dicha muestra se requiere
cumplimentar el documento de consentimiento informado.

Tras el envio de las muestras de sangre indicadas
anteriormente, se analizan con la siguiente metodologia:

- Extraccion de DNA (MagNa Pure, Roche).

- Secuenciacion masiva (Panel Nextera Rapid Capture
ID.49418 y Miseq de lllumina).

- Analisis Bioinformético (DNAnexus y VariantStudio).

- Confirmacién por secuenciacion de Sanger (BigDye v3.1
Applied Biosystems).

- Andlisis Bioinformatico de mutaciones (Alamut® Visual
Interactive Biosoftware, Mutalyzer 2.0.14).

Con ello se evidencian mutaciones en el gen DBT
responsable de la deficiencia de la dihidrolipoamida

transacilasa de aminoacidos de cadena ramificada (Figura
1).

6. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Se diagnostica a la paciente con la enfermedad de la orina
con olor a jarabe de arce (MIM 248600). Se trata de una
enfermedad ultra rara de origen metabdlico, congénita de
trasmision autosémica recesiva.

Tras conocer el diagndstico se comienza un tratamiento
especifico de forma inmediata. Al iniciar el tratamiento de
forma tardia, a los 2 meses del debut, la paciente se
encuentra ya en una fase evolucionada y descompensada de
la enfermedad.

7. EVOLUCION

Una vez diagnosticada de la enfermedad de la orina con olor
a jarabe de arce, se inicia tratamiento con una dieta
restringida en proteinas, con una férmula que no contiene
aminoacidos ramificados. Se aporta también carnitina,
tiamina y fenilbutirato de sodio.

Tras la dieta, el seguimiento bioquimico esta controlado
salvo en episodios agudos donde la paciente tiene que
ingresar (Tabla 3).

GEN: DBT GENE ID(1): 1629 MIM(2): 248610
LOCALIZACION: 1p31
HERENCIA: Autosomica recesiva RIESGO RECURRENCIA POR EMBARAZO: 25%
REF. Parentesco MUTACIONES *

Cambio nucleodtido Efecto predecible en la proteina
45488 CASO INDICE C.670G>T p.Glu224Ter

C.670G=T p.Glu224Ter

Figura 1. Resultados del estudio de mutaciones para un paciente con sospecha
de Enfermedad de jarabe de Arce. Fuente: Informe del Centro de Diagndstico de
Enfermedades Moleculares (CEDEM).

PARAMETROS pmol/L Valores de referencia
Valina 120 149+48
Isoleucina 73 50+21
Leucina 103 98+38
Alo isoleucina 4 <5
Ratio alo-isoleucina/isoleucina 0,05

Tabla 3. Estudio de aminoacidos en suero por cromatografia de
intercambio idnico tras intervencion dietética. Elaboracién propia.
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Ademas, se pauta levetiracetam (anticonvulsionante) por
presencia de descargas epileptiformes interictales del
electroencefalograma (EEG). Se trata de descargas que no
son parte de una crisis, es decir, que no estan acompafnadas
de signos de comportamiento estereotipado o cambios de la
conciencia.

La paciente precisa alimentacién por sonda nasogastrica por
lo que se realiza cirugia programada con gastrostomia y
Funduplicatura de Nissen (cirugia para tratar la enfermedad
por reflujo gastroesofagico).

A nivel neuroldégico presenta encefalopatia grave con
tetraparesia espéstica (paralisis que afecta a todo el cuerpo),
manteniendo contacto visual.

Se recomienda a su vez seguimiento bioquimico periddico de
la enfermedad.

A los dos afios de edad es ingresada en el contexto de una
gastroenteritis aguda, requiriendo sueroterapia intravenosa.

A lo largo de los 3 afios precisa 12 ingresos, con una
frecuencia aproximada de uno al mes, por
descompensaciones metabdlicas (clinica de vomitos y
cetonemia), estando correctamente ajustado el tratamiento
dietético. Durante estos episodios la paciente presenta
aumento de leucina.

A los 4 afios, cambia el tratamiento antiepiléptico debido al
mal control de las mismas, aumentando la dosis
(brivaracetam y lacosamida).

Todo ello ha supuesto un empeoramiento de la calidad de
vida de la paciente dificultando su asistencia al colegio, asi
como el manejo de sus cuidadores.

Se solicita a la unidad de cuidados paliativos del hospital
infantil ayuda a fin de mejorar la calidad de vida del paciente.

8. ACTUALIZACION SOBRE EL TEMA

Los aminoacidos esenciales de cadena ramificada (BCAA)
constituyen la mitad de los requerimientos dietéticos. Sus
funciones abarcan?:

- Lasintesis proteica.

- Lasintesis de &cidos grasos y colesterol.

LEUCINA ISOLEUCINA
NH2 NH2

a-cetoiscocaproico  a-ceto metilvalérico

Metilbutiril CoA

Isovaleril CoA

- Larestauracion del balance nitrogenado.

- Contribuyen a minimizar del catabolismo observado en
sepsis y politraumatismos.

Tras entrar en la célula mediante transportadores
independientes de sodio, la valina, leucina e isoleucina
siguen el siguiente proceso:

- Descarbamilacion citosélica o mitocondrial, dando como
resultado cetoacidos ramificados.

- Descarboxilaciéon oxidativa mitocondrial, resultando en
subproductos derivados de coenzima A.

- Ingreso de los productos obtenidos al ciclo de Krebs,
gluconeogénesis, etc.

Lo que ocurre en la enfermedad de la orina con olor a jarabe
de arce, es que el complejo enzimatico responsable de
metabolizar los cetoacidos de cadena ramificada no funciona
correctamente, acumulandose los metabolitos iniciales del
proceso hasta llegar a niveles toxicos para el paciente
(Figura 2).

Este efecto toxico afecta especialmente al cerebro, donde
produce disfuncién y muerte neuronal, mediante el siguiente
mecanismo: la existencia conjunta en el cerebro de edema
citotéxico y de edema intersticial producido por lo tipicos
mediadores inflamatorios, genera un edema cerebral
responsable del abombamiento de fontanelas y de diastasis
de suturas, causando la muerte del paciente.

Con respecto a las manifestaciones clinicas, se observa una
encefalopatia aguda durante los primeros dias de vida. La
presencia de niveles normales de amonio, en ausencia de
acidosis metabdlica en un neonato en coma o con signos de
encefalopatia debe de hacer sospechar de la enfermedad.

La deteccion precoz es un factor determinante para evitar
secuelas neurologicas irreversibles. Las manifestaciones
mas precoces se dan al cuarto dia de vida y son la letargia y
la succidn pobre. A partir de la semana se presenta pérdida
de peso y cambios de tono muscular, siendo el momento en
el que se empieza a observar olor a sirope de arce en la
orina. En la segunda semana aparecen signo de hipertension

VALINA

NH?2 SUI%RR()DUCTU?&
ACUMULADQOS
a-ceto isovalérico
BLOQUEO
METABOLICO

Isobutiril CoA

Figura 2. Ruta metabdlica de degradacion de los aminoéacidos esenciales de cadena ramificada y su
bloqueo por el déficit enciméatico en enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce. Obtenido de:
GOmez-Castro JF, 20081,
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Amonio, Gases, Electrolitos, Cuerpos cetonicos
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No acidosis
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de aminoéacidos
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Hiperamonemia
transitoria

v v

Amonio normal
No acidosis
Mo cetosis

Amonio elevado
Acidosis
Cetosis

Cromatografia
de acidos organicos

Acidemia
organica

Hipergliconemia
no cetdsica

Figura 3. Enfoque diagnéstico del neonato encefalopatico- Obtenido de: Hoffman G, 20043.

craneal hasta que finalmente se llega al coma y la muerte.
En la Figura 3 se muestra el algoritmo diagndstico para el
neonato encefalopatico.

El tratamiento méas eficaz es limitar el consumo de
aminoacidos ramificados en la dieta hasta llegar al minimo
estrictamente necesario para satisfacer los requerimientos
en el crecimiento y desarrollo.

Un buen control metabdlico se correlaciona con un mejor
resultado intelectual largo plazo.

La instauracion de cribados neonatales para esta y otras
patologias metabdlicas facilitarian el diagndstico precoz y
mejorarian la mortalidad y morbilidad del neonato.
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