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Hacia un laboratorio lider

Es altamente conocido que los datos de laboratorio intervienen en el 70 % de las decisiones clinicas. De hecho, y
en la vida real, la Medicina de Laboratorio es la especialidad médica que mas pacientes atiende. Sirva como ejem-
plo nuestro Departamento de Salud, que cubre las necesidades sanitarias de un cuarto de millén de habitantes y en
el que cada dia se solicita una exploracion analitica a mas de 1.000 pacientes. Ninguna otra especialidad médica, ni
siquiera el Diagnodstico por Imagen, interviene tan frecuentemente en el proceso global de atencion al paciente. Este
hecho implica que la Medicina de Laboratorio sea también la especialidad que a mas pacientes puede beneficiar.

Pero para que esto sea una realidad es importante tener claros al menos dos hechos. El primero es que los pro-
fesionales que trabajamos en la Medicina de Laboratorio debemos de ser conscientes de ello y actuar en nuestro
dia a dia en consecuencia, tomando las riendas, actuando y haciendo realidad dicho beneficio en el paciente. El se-
gundo hecho es que somos los Unicos que podemos actuar a este nivel. Esto se debe principalmente a la carencia
en las Facultades de Medicina de asignaturas relacionadas con la Medicina de Laboratorio, con un niumero de ho-
ras impartido nulo o casi nulo y muy inferior al de areas como Anatomia Patoldgica, Microbiologia o Diagndstico
por Imagen, especialidades que paraddjicamente el médico empleara en mucha menor medida a lo largo de toda
su vida profesional. Una encuesta a médicos de Atencidon Primaria, residentes y estudiantes de Medicina reveld
el escaso o casi nulo conocimiento de estos tres colectivos acerca de conceptos tan basicos de las ciencias de la
Medicina de Laboratorio, como son las variabilidades analitica, preanalitica y biologica (1).

Si la Medicina de Laboratorio es la especialidad que mas puede beneficiar al paciente, y el profesional de Labo-
ratorio el que tiene que actuar para conseguirlo, el siguiente paso sera como hacerlo realidad en nuestro dia a dia.
La solucidn esta en evolucionar desde un modelo de Laboratorio tradicional hacia el modelo de laboratorio lider,
mediante un sistema de gestion (SG) que comprenda gestion de la demanda (GD) y gestion de resultado (GR). A
diferencia del tradicional, el laboratorio lider orienta sus esfuerzos a la mejora de la primera y la Gltima etapa del
ciclo de laboratorio; esto es, a la correcta solicitud de la prueba y la accion tomada tras su resultado (2).

Un SG junto a todo lo que comprende (Mision, Vision, Valores, Objetivos y Planes de Accion para su consecucion,
con los Indicadores y sus Metas para monitorizarlo) es la herramienta que dispone cualquier organizacion para conse-
guir resultados. La mision de la Medicina de Laboratorio, a lo que nos dedicamos o nuestra razén de ser, no es emitir
resultados de pruebas sino la prevencidn, diagndstico, seguimiento y tratamiento de la enfermedad. La visidon, a don-
de se dirige la organizaciéon, cambia en el tiempo a medida que la organizacion va madurando, asi como los valores.

Podriamos definir tres modelos de Laboratorio. El modelo “tradicional” estaria enfocado eminentemente en la
etapa analitica. Interviene en la decision clinica, procesando todas las pruebas solicitadas por el médico para co-
rroborar o descartar su hipotesis. En este caso la Medicina de Laboratorio es un servicio meramente auxiliar o de
apoyo al proceso global de atencion al paciente (3). “Ser lideres en calidad analitica” podria ser su vision.

El segundo modelo, el Laboratorio “tecnoldgico’; estaria enfocado principalmente a las etapas pre- y posanali-
ticas. También interviene en la decision clinica, pudiendo realizar gestion de la demanda del exceso de solicitud
(GDE) y en cuanto a gestion del resultado, notificando el resultado critico. La Medicina de Laboratorio sigue siendo
en este modelo un servicio auxiliar o de apoyo (3). Con la utilizacidon de la nueva tecnologia logra procesar el au-
mento creciente de la carga de trabajo pero corre el riesgo de convertirse en una fabrica expendedora de nimeros.
Ademas, en ocasiones, mediante el uso de perfiles y algoritmos sobredimensionados, contribuye de forma unila-
teral al exceso de la demanda. La vision del laboratorio tecnolégico podria ser “ser lideres en sistemas de calidad”.

Por ultimo, el modelo de laboratorio lider estaria enfocado principalmente en las etapas pre-pre y post-posanaliticas,
esto es, en la solicitud y la accion tomada a raiz del resultado de la prueba. Este laboratorio no solo interviene en la
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decision clinica, sino que también la lidera, puesto que ademas de GDE, realiza gestion de la demanda del defecto en la
solicitud (GDD) y mediante la gestion de resultado asegura que este se haya comunicado, recibido, revisado y tomado
la correcta accion (4-6). La Medicina de Laboratorio en este modelo es un servicio clave, no auxiliar o de apoyo, en el
proceso global de atencion al paciente (3). Este hecho refuerza su supervivencia y el apoyo de nuestros gestores a la
especialidad. La vision del laboratorio lider, podria ser “lograr el maximo beneficio al ciudadano, paciente y sociedad”.

Los objetivos del sistema de gestion estaran relacionados con la mejora de la utilizacion de las pruebas de labo-
ratorio mediante el disefo y establecimiento de intervenciones GD y GR. Los principales valores del laboratorio
lider, ademas del conocimiento, seran la comunicacion, el liderazgo y la imaginacion creativa, siendo todas ellas
claves para acercarse al clinico y disefar las intervenciones GD y GR (7). En el laboratorio lider, como indicadores
para la monitorizacion de los objetivos del SG no solo habra de calidad analitica (como en el modelo “tradicional”)
o intermedios (como en el modelo “tecnolégico”) sino también indicadores finales o de resultado como pudieran
ser numero de pacientes diagnosticados (4,5,8-11), monitorizados (12,13) o tratados (4,5).

Tomar las riendas, actuar y hacer realidad el masivo beneficio en el paciente que se puede aportar desde la
Medicina de Laboratorio tendiendo a un modelo de laboratorio lider es decision nuestra.Y ese es el camino. Con-
virtdmonos en un laboratorio lider y cuantifiquemos nuestros logros mediante indicadores de resultado. Si en un
Departamento de Salud de un cuarto de millén de habitantes llevamos diagnosticados mas de 1.500 pacientes con
hiperparatiroidismo primario, diabetes, déficit de vitamina B,, o de magnesio, mediante las mas minimas reglas
matematicas podriamos cuantificar el beneficio si se establecieran las intervenciones GDD en toda la poblacion
de nuestro pais. Invertir en la Medicina de Laboratorio es invertir en prevencion al adelantar el diagndstico de en-
fermedades cronicas y mejorar su seguimiento y tratamiento. Pero para ello los profesionales de la Medicina de
Laboratorio debemos creer en ello y actuar en consecuencia.

Maria Salinas La Casta
Hospital Universitari Sant Joan d’Alacant. Alicante
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Calprotectina. Método. Correlacion.

Recibido: 31/03/2020
Aceptado: 25/01/2021

Introduccion: la calprotectina fecal (CPF) es un marcador fiable de infla-
macion de la mucosa. El objetivo del presente estudio fue comparar los
métodos de analisis de CPFE

Material y método: se determindé CPF en 160 muestras. El método de
BUHLMANN® ELISA se comparé con otros 4: Quantum Blue® (inmunocro-
matografia), IDK® ELISA, BUHLMANN fCAL® turbo (turbidimetria) y LIAI-
SON® CPF (quimioluminiscencia). La comparacion estadistica se realizd
mediante estudio Passing-Bablok (PB) y coeficiente de Lin.

Resultados: para el estudio de comparacion de BUHLMANN® ELISA frente
al método cromatografico Quantum Blue®, el coeficiente de correlacion
de concordancia Lin fue 0,9870 (IC 95 %: 0,9822 a 0,9905) y la regresion
de PB indica que no hay diferencias sistematicas ni proporcionales. Al
comparar los dos métodos ELISA, BUHLMANN® ELISA e IDK® ELISA, el
coeficiente de Lin fue 0,7988 (IC 95 %: 0,6419 a 0,8915) y el PB muestra que
hay diferencias proporcionales pero no sistematicas. El coeficiente de Lin
resultante del estudio comparativo entre los métodos BUHLMANN® ELISA
y BUHLMANN fCAL® turbo fue de 0,5696 (IC del 95: 0,4632 a 0,6599), y el
PB nos indica que hay diferencias sistematicas pero no proporcionales.
Finalmente, para BUHLMANN® ELISA y LIAISON® CPF se obtuvo un coefi-

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00015
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ciente de Lin de 0,9740 (IC 95 %: 0,9637 a 0,9814) mientras que en el PB se
observan diferencias sistematicas y proporcionales.

Conclusiones: dadas las diferencias encontradas entre los diferentes mé-
todos, el método BUHLMANN® ELISA solo puede intercambiarse con el
Quantum Blue® cromatogréfico. Por lo tanto, se requieren mas esfuerzos
para lograr una estandarizacion de los ensayos de CPE

ABSTRACT

Introduction: calprotectin (CPF) is a reliable marker of mucosal inflamma-
tion.The objective of this study was to compare CPF analysis methods.

Material and method: CPF was determined in 160 samples.The method of
BUHLMANN® ELISA was compared with another 4: Quantum Blue® (im-
munochromatography), IDK® ELISA, BUHLMANN fCAL® turbo (turbidim-
etry) and LIAISON® CPF (chemiluminiscence). The statistical comparison
was performed by Passing-Bablok study (PB) and Lin coefficient.

Results: for the comparison study of BUHLMANN® ELISA versus the Quan-
tum Blue chromatographic method®, the Lin match correlation coefficient
was 0.9870 (Cl 95 %: 0.9822 to 0.9905) and PB indicates that there are no
systematic or proportional differences. When comparing the two ELISA
methods, BUHLMANN® ELISA and IDK® ELISA, Lin coefficient was 0.7988
(95 % ClI: 0.6419 to 0.8915) and PB shows that there are proportional but
non- systematic differences. Lin’s coefficient resulting from the compar-
ative study between the methods BUHLMANN® ELISA and BUHLMANN
fCAL® turbo was 0.5696 (95: 0.4632 to 0.6599 IC), while with PB it tells
us that there are systematic but not proportional differences. Finally, for
BUHLMANN® ELISA and LIAISON® CPF. a Lin coefficient of 0.9740 (95 % Cl:
0.9637 to 0.9814) was obtained but PB indicates that it has systematic and
proportional differences.

Conclusions: the differences between the different methods only made
possible to interchange BUHLMANN® ELISA with Quantum Blue® croma-
tographic method. Therefore, more effort is required to achieve standard-
ization of CPF tests.

INTRODUCCION

preparacion del intestino son caros, consumen mucho
tiempo y presentan molestias para el paciente por ser

La calprotectina (CPF) es una glicoproteina de 36 kDa
de la familia de las lipocalinas que transporta molécu-
las hidrofobicas. Fue descrita por primera vez en 1980
por Fagerhol y cols. y se encuentra en el citoplasma
de las células implicadas en el proceso inflamatorio,
como son los neutroéfilos (donde representa el 60 % de
las proteinas de su citosol), los monocitos y los macro-
fagos activados (1,2).

La aparicion de CPF se relaciona con la migracién de
neutrofilos hacia la mucosa intestinal durante el proce-
so inflamatorio. Esta inflamacion intestinal se acompa-
na de migracion de estas células a la luz intestinal; de
este modo, la concentracion de CPF es directamente
proporcional al nimero de neutréfilos en la luz intes-
tinal (3,4).

El método de referencia en el diagndstico y segui-
miento de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es
la ileocolonoscopia con toma de muestras histoldgi-
cas. Sin embargo, los procedimientos de endoscopia y
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una técnica invasiva (4).

En los ultimos anos, la busqueda de pardametros bio-
quimicos en plasma y heces para la deteccion de infla-
macion intestinal, ha sido todo un reto, sin embargo,
la CPF se ha convertido en una herramienta de diag-
nostico muy demandada en la evaluacién de la activi-
dad de la Ell (5,6). En la actualidad, es considerada el
mejor marcador para el diagnostico diferencial entre
la enfermedad intestinal orgéanica (colitis ulcerosa, en-
fermedad de Crohn) y la enfermedad intestinal funcio-
nal (colon irritable) (4). Se eleva significativamente en
enfermedad inflamatoria intestinal organica, mientras
que, no se encuentra elevada en pacientes con enfer-
medad intestinal funcional (5-7).

Los niveles de CPF varian en funcion de la edad. La
CPF se eleva significativamente en neonatos y descien-
den durante las primeras semanas hasta los 4 anos,
cuando los niveles ya son comparables a los de los
adultos, por lo tanto, lo valores de referencia fijados
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para los ninos mayores de 4 anos son similares a los
encontrados en los adultos (8,9). No existen diferencias
de concentracion entre sexos. No obstante, los niveles
de CPF pueden mostrar variaciones notables en mues-
tras realizadas en dias consecutivos en pacientes sin
enfermedad intestinal (10).

En 2014, Lin y cols. publicaron un metaandlisis en
el que analizaban 13 estudios: 5 estudios basados en
cuantificacion de CPF mediante ELISA y el resto me-
diante Inmunoensayo enzimatico de absorbancia para
la determinacion cuantitativa, disehado por la “Cal-
protetin Company” Obtuvieron un punto de corte de
50 pg/g con una sensibilidad del 92 % y una especifici-
dad del 60 %. La sensibilidad disminuia hasta un 80 %
y aumentaba la especificidad hasta un 82 % cuando el
punto de corte era de 250 pg/g. Dicho estudio concluia
que la CPF era un marcador fiable para la evaluacion de
la actividad de la Ell, observando una mayor precisiéon
en colitis ulcerosa que en enfermedad de Crohn (11).

El limite superior de referencia de CPF estad esta-
blecido, segun la ficha técnica de las distintas casas
comerciales para los diferentes métodos, en CPF de 50-
100 pg/g (12,13). Sin embargo, a dia de hoy, no existe
un consenso en el punto de corte 6ptimo de CPF para
establecer actividad endoscopica de la enfermedad.

La CPF se considera un marcador fiable de inflama-
cién mucosa que se correlaciona bien con varios de los
indices de actividad endoscopicos, entre los que se en-
cuentra el SES-CD colénico (14). Asimismo, es capaz de
discriminar la actividad inflamatoria valorada por endos-
copica, siendo de utilidad para monitorizar la respuesta
al tratamiento y predecir el riesgo de recidiva (14).

Segun las recomendaciones de ECCO-ESGAR (Gui-
deline for Diagnostic Assessment in Inflammatory
Bowel Disease) (15), se puede obtener una buena pre-
cision diagndstica para la practica clinica con un valor
de corte de 150 pg/g, pese a no existir un valor de corte
exacto. Para el seguimiento, segun recoge la guia “ACG
Clinical Guideline: Management of Crohn’s Disease in
Adults’] para monitorizar a los pacientes tras la resec-
cion ileocolica postoperatoria para la enfermedad de
Crohn, los niveles de > 100 pg/g indican recurrencia en-
doscopica con una sensibilidad del 89 % y en pacientes
con una remision inducida por infliximab, la CPF > 160
Mg/g tiene una sensibilidad del 91,7 % y una especifici-
dad del 82,9 % para predecir la recaida (16).

Actualmente encontramos disponibles distintos mé-
todos de medida para la cuantificacion de CPF, tales
como enzimoinmunoanalisis (ELISA), turbidimetria,
quimioluminiscencia e inmunocromatografia, sin em-
bargo, existe una falta de estandarizacién en general
entre los diferentes ensayos para la determinacion de
CPFE Los anticuerpos usados para su determinacion
pueden ser monoclonales o policlonales, siendo los
primeros los que tienen una mayor sensibilidad y es-
pecificidad (11).

Estos métodos carecen de un patron internacional
que propicie una homogeneidad de los ensayos entre
las diferentes casas comerciales (17-19).

Objetivo

El objetivo del presente estudio ha sido, comparar el
método de CPF BUHLMANN®ELISA, frente a Quantum
Blue®(inmunocromatografia), IDK® ELISA, BUHLMANN
fCAL® turbo (turbidimetria) y LIAISON® CPF (quimiolu-
miniscencia) con el fin de establecer la correlacion en-
tre el método BUHLMANN® ELISA y los otros métodos.

MATERIALY METODOS

Se realizé la determinacién de CPF en 160 muestras
mediante BUHLMANN® ELISA, Quantum Blue® (inmu-
nocromatografia de flujo lateral), IDK® ELISA (enzimoin-
munoanalisis), BUHLMANN fCAL®turbo (turbidimetria)
y LIAISON® CPF (inmunoensayo quimioluminiscente).

Los pacientes con Ell fueron reclutados en la consul-
ta de la Unidad de Digestivo de nuestro hospital, in-
forméandoles del estudio y dando su consentimiento
verbal a participar en el mismo. Se les facilité un uni-
co contenedor de heces estéril para la recogida de la
muestra. Una vez en el laboratorio, se procedio a reali-
zar la extraccién en sus correspondientes dispositivos
segun las recomendaciones del fabricante, conservan-
dose todas las muestras a -80 °C hasta el momento de
su andlisis.

Para la realizacion de los procedimientos analiticos
de las muestras de CPF se siguieron estrictamente las
instrucciones de todos los fabricantes. Las muestras
fueron analizadas por duplicado y durante todo el estu-
dio se utilizé en mismo nimero de lote de reactivo para
cada método empleado.

Se realizd un estudio comparativo siguiendo las re-
comendaciones descritas por Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), en la guia EP09-A2-IR (20-
22), que permite la evaluacion y la comparacion de
dos métodos que midan el mismo analito, utilizando
muestras de pacientes, siempre que uno de los dos sea
el método de referencia o el método habitual del labo-
ratorio (23,24).

Se estudio la reproducibilidad de los duplicados.
Para cada método empleado, se calculd el promedio
de las medidas por duplicado ([xi1 + xi2]/2) y las dife-
rencias absolutas de estas (DXi =|xi1---xi2|). Los limites
de aceptabilidad entre duplicados correspondieron al
promedio de las diferencias multiplicado por 4 (24,25).

En este estudio de evaluacién de métodos, se utilizd
como referencia BUHLMANN® ELISA, por ser el méto-
do habitual disponible en nuestro laboratorio y sobre
el que se habian realizado estudios previos de verifi-
cacion.

Métodos
Las caracteristicas de los distintos métodos emplea-

dos se muestras en la tabla |. Se describen a continua-
cion.
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Tabla I.

Caracteristicas principales de los diferentes métodos comparados

Tipo de Anticuerpo Dispositivo de Volumen Plataforma Rango de Duracion
método empleado extraccion del extracto de trabajo medida
" -
BUALMANN ELISA Ac. monoclo- g MIANN Ca- Triturus®  10-1800 pg/g 2 horas
ELISA (sandwich) nal de captura lex Cap® (Palex) 50-150 pl (Grifols)
(Palex) y deteccion P LS
Ouar;tum Inmuno- Ac. monoclo- ScheBo® Quick- Quantum 100-1800 12-15
Blue cromato- nal Prep (Palex) 60-80 pl Blue Reader ug/gy .
(Palex) grafia p (Palex) 30-100 pg/g
® _ ®
IDK ELIS.A ELISA Ac. monoclo IDK Extract. 2,5x Triturus® AT
(Inmunodiag- (sandwich) nal de captura (Inmunodiag- 50-150 pl (Grifols) 30-1800 pg/g
nostik) SaNCVIC y deteccién nostik)
. | i- .
BUHLMANN o nmunopart BUHLMANN Cobas 6000
Turbidi- culas 20 a 10
fCAL® turbo . A liclonal Calex Cap® 10 pl ¢501 8.000 ua/ -
(Palex) B [Xee !:)’na (Palex) (Roche) ’ Ho/g
de deteccion
- ®
LIAISON® Ac. monoclo- tCP't:. St°g | Ex L'A'SSN & 2 800 el 35
CPF CLIA nal para Subu- raction evice 5 pl an ® HI'9 minutos
(Diasorin) nidad S100A9 |t oLt LIAISON (8000 pg/g)
fasorin LIAISON®) XL

ELISA: enzimoinmunoandlisis; Ac: anticuerpo; CLIA: inmunoensayo quimioluminiscente; CPF: calprotectina fecal.

Método BUHLMANNP® de ELISA (Palex)

Se trata de un enzimoinmunoanalisis que permite
la medicion selectiva de CPF mediante un ensayo tipo
sandwich. La placa de microtitulacion de ELISA esta
recubierta con un anticuerpo de captura monoclonal
(mAb) altamente especifico para los complejos polimé-
ricos y heterodiméricos de CPFE

Para este método se empleo el dispositivo de extrac-
cion BUHLMANN Calex Cap® que consigue obtener
una dilucion de 1:500 con la muestra de heces (50-100
mg). Para la realizacion del ensayo se utilizaron de 50-
150 uL de extracto obtenido.

La duracion aproximada del ELISA fue de 2 horas.
Para ello, se uso la plataformaTriturus® (Grifols) con un
Unico rango de medida de 10-1800 pg/g.

Método IDK® ELISA CPF (Inmunodiagnostik)

Se trata de un enzimoinmunoanalisis tipo sandwich
que emplea dos anticuerpos monoclonales que se unen
a la CPF, disenado para la cuantificacion de la misma.

El extractor utilizado para el método IDK® ELISA fue
IDK Extract®2,5x (1:100) que consigue una dilucion con
las muestras de 1:25, empledndose para la realizacién
del ensayo de 50-150 pL del extracto.

La duracidon aproximada del proceso fue de 2 horas.
El ensayo se realizé de forma automatizada en la plata-
forma Triturus (Grifols) con un Unico rango de medida
de 30-1800 ug/g.
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Método Quantum Blue® CPF (Palex)

Se trata de un método rapido inmunocromatografico
que se basa en la determinacion selectiva del antigeno
de CPF mediante un inmunoandlisis tipo sandwich, en
el que participa un anticuerpo monoclonal conjugado
con oro coloidal.

El extractor empleado fue ScheBo® Quick-Prep que
contienen 1,3 ml del tampdn de extraccion con una di-
lucién 1:50. El volumen del extracto para la realizacion
del ensayo fue 60-80 pL.

La duracion de este inmunoensayo fue alrededor de
los 12-15 minutos, la lectura del casete se realizo en el
Quantum Blue Reader (Palex), instrumento para el ana-
lisis de pruebas colorimétricas mediante reflectometia
para la obtencion de resultados cuantitativos.

El método Quantum Blue® proporciona dos rangos
de medidas: rango alto (100-1800 pcg/g) y rango bajo
(30-100 pg/g). Se utilizd para cada una de las mues-
tras el mas adecuado en funcién de una primera me-
dicion.

Meétodo LIAISON® CPF (Diasorin)

Se trata de un inmunoensayo quimioluminiscente
cuantitativo tipo sandwich que utiliza anticuerpos mo-
noclonales (para Subunidad S100A9).

Se usaron los extractores especificos CPF Stool Ex-
traction Device (DiaSorin, LIAISON®). Para la realiza-
cion del ensayo se emplearon 5 pL de extracto.



Estudio comparativo entre diferentes métodos
para la determinacion de la calprotectina fecal

Este inmunoensayo tiene una duracion aproximada
de 35 minutos. El ensayo se proceso6 de forma automa-
tizada en la plataforma LIAISON® and LIAISON® XL vy el
rango de medicion fue de 5 a 800 pg/g, con posibilidad
de diluciones automaticas para mediciones hasta los
8000 pg/g.

Método BUHLMANN fCAL® turbo (Palex)

Este método se basa en un inmunoanalisis turbidi-
métrico mejorado con particulas (PETIA). Los extractos
se incubaron con tampdn de reaccién y se mezclaron
con nanoparticulas de poliestireno recubiertas de anti-
cuerpos anticalprotectina (inmunoparticulas).

Se empled el dispositivo de extraccion BUHLMANN
Calex Cap®, con una dilucion del extracto de 1:500. Fue-
ron necesarios para la realizacion del ensayo 10 pL del
extracto.

La duracion del procedimiento fue de aproximada-
mente de 10 minutos. Las muestras fueron procesadas
en la plataforma cobas 6000 c501 (Roche) con un rango
de medicién de 20 a 8.000 pg/g.

Analisis estadistico

Para las comparaciones de ELISA BUHLMANN (Palex)
respecto a cada uno de los otros métodos estudiados
se realizd un estudio de PB y se calculo6 el coeficiente de
correlaciéon de Lin, como indice de acuerdo absoluto.

Para el PBy la generacién de graficos se utilizo el Soft-
ware R version 2.12.2, junto con la interfaz R-comman-

der, proyecto R de la Universidad de Cadiz y el software
Medcalc® version 11.0.

El coeficiente de correlacion de concordancia de Lin
se calculd con el software Medcalc®. Las medidas resul-
tantes por debajo del limite de cuantificacion (LoQ) de
alguno de los 5 métodos quedaron excluidas del ana-
lisis estadistico.

RESULTADOS

De las 160 muestras procesadas, se excluyeron 11 de-
bido al distinto LoQ para dichos métodos, en los que se
fijaba un punto de corte determinado.

Los resultados obtenidos del coeficiente de correla-
cién de concordancia de Lin, los valores de la ordenada
en origen y la pendiente del método de regresion de
PB y sus correspondientes intervalos de confianza se
muestran en la tabla Il y la figura 1.

Observamos en nuestro estudio, de forma general,
tres valores outliers, que no se pudieron eliminar si-
guiendo los criterios de REED (25,26).

Con el método BUHLMANN® ELISA y Quantum Blue®
obtuvimos un coeficiente de correlacién de concordan-
cia Lin de 0,9870 (IC 95 %: 0,9822 a 0,9905). Con el mé-
todo de regresion de PB no se observaron diferencias
sistematicas o proporcionales entre los dos métodos.

Para los dos métodos de ELISA, BUHLMANN® ELISA
e IDK® ELISA, el coeficiente de correlacién de concor-
dancia de Lin fue 0,7988 (IC 95 %: 0,6419 a 0,8915). El
método de PB mostro que existian diferencias propor-
cionales entre los dos métodos, al no incluir el 1 el in-
tervalo de confianza de la pendiente.

Tabla Il.

Resultados del estudio comparativo de BUHLMANNE® ELISA con otros 4 métodos

para la medicion de CPF

Passing- Bablok Coeficiente de Rango Mediana
(n =149) correlacion de
concordancia Lin
(n =149)
M?mdo IS orden?da Pendiente Coeficiente Lin
cién con en el origen (IC 95 %) (IC 95 %) ug/g ug/g
BUHLMANN® ELISA (IC 95 %) ° °
BUHLMANN® ELISA 11-7662 485
Quantum Blue® -6,5316 0,9790 0,9870 30-7566 480
(cromatografia) (-14,2945 a 6,4897) (0,9040 a 1,0136) (0,9822 a 0,9905)
13,9033 1,2547 0,7988
® r r 2 _
R (-8,1436 a 36,234) (1,1293 a 1,7174) (0,6419 a 0,8915) R I
BUHLMANN fCAL® -49,3734 1,0563 0,5696 11-1438 916
turbo (turbidimetria) (-58,722 a -41,301) (0,9825 a 1,1242) (0,4632 a 0,6599) !
® i- -
LIAISON® CPF (qui 11,0232 0,4512 0,9740 5-1800 590

mioluminiscencia)

(-16,645 a -0,2022)

(0,3370 a 0,5462)

(0,9637 a 0,9814)

n: nimero de muestras; IC: intervalo de confianza; rango: rango de las muestras estudiadas por este método.
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Figura 1 - Regresion de Passing-Bablok de los diferentes métodos de CPF analizados.

Para el estudio comparativo entre el método BUHL DISCUSION
MANN® ELISA y BUHLMANN fCAL® turbo se obtuvo un

coeficiente de correlaciéon de concordancia de Lin de La CPF es un marcador bioldgico que podemos me-

0,5696 (IC del 95 %: 0,4632 a 0,6599). El método de PB dir en el laboratorio de forma rutinaria, siendo de gran

demostrd una diferencia sistematica entre los dos mé- importancia en el diagnodstico, seguimiento y la toma

todos, ya que el intervalo de confianza de la ordenada de decisiones en pacientes con Ell (27,28).

en origen no incluia el 0. Para el diagndstico diferencial de la Ell y pese a que
Finalmente, se obtuvo un coeficiente de correla- no hay consenso en el punto de corte, la recomenda-

cion de concordancia de Lin de 0,9740 (IC del 95 %: ciones del Grupo Espanol deTrabajo en Enfermedad de

0,9637 a 0,9814) para BUHLMANN® ELISA y LIAISON® Crohn y Colitis Ulcerosa (GETECCU) sobre la utilidad
CPF. Sin embargo, el método de PB indicaba que habia  de la determinacion de CPF en la Ell, propone que va-

una diferencia sistematica y proporcional entre los dos lores de CPF < 50-100 pg/g hacen muy improbable la

métodos, ya que el intervalo de confianza de la orde- presencia de inflamacidn intestinal y permitirian obviar

nada en el origen no incluia el 0, ni el intervalo de con- colonoscopias diagnosticas (29).

fianza de la pendiente el 1. Con nuestros resultados podemos concluir que el
Por tanto, los coeficientes de Lin de las distintas com- método Quantum Blue® fue el que mostré mayor gra-

paraciones detectaron un grado de concordancia (0,95- do de concordancia con el método BUHLMANN® ELI-

0,99) entre BUHLMANN® ELISA con Quantum Blue®y  SA para la determinacion de CPF (coeficiente de Lin de
LIAISON® CPF, sin embargo, el grado de concordancia,  0,9870) y ambos métodos pueden ser intercambiables
de BUHLMANNP® ELISA con BUHLMANN fCAL® turbo e ya que no se observan diferencias sistematicas ni pro-
IDK® ELISA fue pobre (< 0,90). porcionales entre ellos.
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El Quantum Blue® es un test rapido, que puede em-
plearse como “test a la cabecera del paciente’; ya que
realiza cada analisis de forma individualizada en 12-15
minutos. Esto permite obtener resultados sin necesidad
de acumular muestras para la realizacién del estudio,
como ocurre con los ELISA, por lo que es una opcion
valida para laboratorios con poco volumen de muestras
o departamentos clinicos en los se necesita dar una res-
puesta rapida para el seguimiento del paciente (27,28).

Los métodos de CPF BUHLMANN® ELISA y IDK® ELI-
SA se basan en un mismo tipo de ensayo, por lo que
esperdbamos que existiera una buena correlaciéon en-
tre ellos. Sin embargo observamos un grado de con-
cordancia pobre, lo que esta en linea con lo encontrado
en el estudio del Servicio Nacional de Evaluacion de
Calidad Externa del Reino Unido, que revelé diferen-
cias de hasta 3,8 veces entre ELISA de diferentes fabri-
cantes (30).

BUHLMANN® ELISA y BUHLMANN fCAL® turbo per-
tenecen a una misma casa comercial (Palex), al igual
que Quantum Blue®, por lo que esperabamos encontrar
una buena correlacién también con estos dos método,
méxime cuando BUHLMANN® ELISA y BUHLMANN
fCAL® turbo emplean un mismo dispositivo de extrac-
cion. Sin embargo, la comparacién de BUHLMANN®
ELISA con BUHLMANN fCAL® turbo fue la que mostré
un menor coeficiente de Lin (0,5696), por lo que no son
intercambiables.

El método LIAISON® CPF presenté siempre valores
absolutos mas bajos que BUHLMANN® ELISA, esto
puede ser debido a que la metodologia empleada es
distinta y a que cada método emplea un extractor es-
pecifico y diferente en su composicién.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio coinci-
den con el estudio de Labaere y cols., donde tras eva-
luar la correlacion cuantitativa entre 6 métodos de CPF,
mostraron coeficientes de correlacion de moderados a
excelentes, sin embargo, al realizar el analisis de re-
gresion, observaron diferencias significativas (hasta 5
veces) (4). Las diferencias encontradas en nuestro tra-
bajo entre los distintos métodos pueden ser debidas
no solo a la diferente metodologia, sino también a la
fase preanalitica. Los distintos extractores de cada casa
comercial tienen composiciones diferentes que desco-
nocemos, diferentes protocolos de extraccion, y los
métodos emplean distinto volumen de extracto (Tabla
1), circunstancias que pueden repercutir directamente
en los resultados de nuestro estudio.

CONCLUSIONES

Actualmente, existen comercializados una amplia va-
riedad de métodos para la determinacion de CPF. Cada
método difiere en su forma de procesamiento, ensayo
y condiciones de almacenamiento y usa extractores di-
ferentes, de los que se desconoce su composicion.

Como se demuestra con los resultados obtenidos de
nuestro estudio, solo puede intercambiarse con BUHL-

MANN® ELISA el método Quantum Blue®. Se requie-
ren mas esfuerzos para conseguir una estandarizacién
global de los ensayos de CPF, ya que las guias y reco-
mendaciones hacen referencia a los mismos valores de
referencia, independientemente del ensayo utilizado
para su determinacion.
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Introduccion: el analisis de cadenas ligeras libres en suero (CLL) se ha
incorporado a las guias del International Myeloma Working Group para el
diagndstico y tratamiento de las gammapatias monoclonales. Estas reco-
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AU5800 (Beckman Coulter) con el reactivo de Trimero Diagnostic.

Material y métodos: para establecer nuevos RR se aplico el protocolo CLSI
EP28-A3C a 247 muestras de donantes de Fuenlabrada (Madrid, Espana) y
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tras de pacientes con hipo e hipergammaglobulinemia policlonal para la
evaluacion de K/L-CLL como indice de proliferacion monoclonal.

Resultados: los nuevos RR y el nuevo rango de diagnéstico de K/L-CLL
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La validacion del rango diagndstico como indice de proliferacién mono-
clonal con muestras con hipo- e hipergammaglobulinemia confirman este
nuevo rango.

Conclusiones: en este estudio presentamos RR de CLL para reactivo de
Trimero medidos en un AU5800. Estos rangos son diferentes a los propor-
cionados por el fabricante y a los utilizados en la mayoria de los estudios
y pueden conducir a una clasificacion errénea de los pacientes. Los fabri-
cantes y los laboratorios clinicos deben esforzarse por proporcionar RR.

ABSTRACT

Background: serum free light chain (FLC) analysis has been incorporated
into the International Myeloma Working Group guidelines for diagnosis and
management of monoclonal gammopathies. These recommendations were
solely based on a single assay method (Freelite) and instrument. Here we es-
tablish new reference ranges (RR) for kappa and lambda FLC, for kappa-lamb-
da difference and sum and new diagnostic range for kappa/lambda FLC ratio
(K/L-FLC) in a AU5800 (Beckman Coulter) with the Trimero Diagnostic assay.

Material and methods: to establish new RRs the CLSI EP28-A3C protocol
was applied to 247 samples blood donors from Fuenlabrada, Spain and
the estimation of central 95 % and total range was obtained. Samples from
patients with polyclonal hypo- and hypergammaglobulinemia were used
for the evaluation of K/L-FLC as a monoclonal proliferation index.

Results: the new RRs and the new K/L-FLC diagnostic range for Optilite
(0.44-1.23 mg/L) are very different to the ones on the guidelines (0.26-1.65
mg/L). We propose new RRs for K-L difference and K+L sum. Diagnos-
tic range validation as monoclonal proliferation index with samples with
hypo and hypergammaglobulinemia confirm this new range.

Conclusions: in this study we present FLC RRs for Trimero reagents meas-
ured on a AU5800. These ranges are different from those provided by the
manufacturer and from those used in most studies in the literature and
these may lead to misclassification of patients. Manufacturers and clinical
laboratories must strive to provide RRs for the technology they are using
and for their population.

INTRODUCCION

La introduccion de ensayos automatizados de sCLL,
que por primera vez permitio la cuantificacion de sCLL

Las cadenas ligeras libres (CLL) de inmunoglobulinas
se producen normalmente en un ligero exceso por las
células B para proporcionar el ensamblaje correcto de
inmunoglobulinas intactas. Sin embargo, solo el 60 %
de las CLL se ensamblan correctamente en inmuno-
globulinas recién sintetizadas, mientras que el resto
se libera en la circulaciéon sanguinea dando lugar al
conjunto de CLL policlonales en suero. El exceso se
elimina por la accidon catabolica de las enzimas en los
tubulos proximales del rinén.

En condiciones fisioldgicas se producen diariamente
aproximadamente 500 mg de CLL en suero (sCLL), con
una vida media que varia de 2 a 6 horas. En consecuencia,
dado que las concentraciones de sCLL dependen tanto
de su produccion como del aclaramiento renal, cualquier
exceso de produccion o insuficiencia renal puede contri-
buir a un cambio en la concentracion normal de sCLL,
dando lugar a concentraciones anormales de sCLL (1).

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]

en los laboratorios y la evaluacion de la relacion kappa/
lambda de cadenas ligeras libres (K/L-CLL), cambio ra-
dicalmente el diagnéstico y la monitorizacion del tras-
torno plasmocelular.

Numerosas guias de practica clinica incluyen las CLL
tipo kappa (K-CLL) y CLL tipo lambda (L-CLL) y el ra-
tio K/L-CLL como criterios diagndsticos y prondsticos
de pacientes con gammapatias monoclonales y como
respuesta al tratamiento (2,3). El grupo de trabajo in-
ternacional sobre mieloma -The International Myeloma
Working Group (IMWG)- anadié estos nuevos criterios
diagnésticos de laboratorio a los ya conocidos de hi-
percalcemia, disfuncion renal, anemia y lesiones de
destruccion 6sea (CRAB). Estos criterios se denomi-
naron eventos definitorios de mieloma -myeloma de-
fining events (MDE)-y ahora se consideran suficientes
para el diagnéstico de mieloma multiple (MM) con o
sin la presencia de criterios CRAB. Especificamente,
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las sCLL constituyen un MDE cuando la ratio de CLL
involucrada/no involucrada (i/u-CLL) excede de 100.
Estas guias especifican que los valores propuestos se
definen para las mediciones realizadas con el reacti-
vo Freelite -The Binding Site (TBS), Birmingham, UK-,
pero no indica nada sobre la tecnologia utilizada ni la
plataforma que se utilizd. Esos valores estan basados
en un estudio de Katzmann y cols. (4) en el que se de-
finieron los rangos de referencia (RR) para valores de
K-CLL y L-CLL en suero y rangos de diagndstico para
valores de K/L-CLL. Este estudio utiliz6 reactivos Free-
lite compuestos por antisueros policlonales para reco-
nocer epitopos localizados en el dominio constante de
K-CLLy L-CLL en suero. Las pruebas se realizaron en un
nefelémetro BNII (Dade Behring, actualmente Siemens
Healthineers). Los rangos definidos por Katzmann y
cols. en este estudio son los que se citan en las guias
de practica clinica (2,3).

En los ultimos anos, las mediciones de K-CLL y L-CLL
se han expandido a numerosas plataformas de instru-
mentos de varios fabricantes que utilizan metodolo-
gias nefelométricas (5) o turbidimétricas (6,7) y se ha
aumentado la accesibilidad de estas pruebas en la-
boratorios clinicos. Otros fabricantes han lanzado sus
propios reactivos para diferentes plataformas Siemens
Healthineers (nefelometria) (8), Diazyme (turbidime-
tria) (9), Sebia (ELISA) (10), Seralite (flujo lateral) (11),
Trimero Diagnostic (turbidimetria y nefelometria).

Tras la inclusién de la medicion de las sCLL a los cri-
terios de diagnodstico y respuesta al tratamiento, las
sCLL se han introducido rapidamente tanto en la practi-
ca clinica como en los ensayos clinicos. Por lo tanto, es
vital que los laboratorios verifiquen o establezcan RR
para K-CLL, L-CLL y rangos de diagndstico para K/L-CLL
para garantizar que la prueba satisfaga las necesidades
clinicas.

Los reactivos de Trimero Diagnostic son los de mas
reciente aparicion y no existen datos publicados de RR
y de transferencia de resultados con otros reactivos.
Debido a un cambio de tecnologia en nuestro labora-
torio, se realizd un estudio de transferibilidad de re-
sultados y se detectd una falta de concordancia en los
valores obtenidos con respecto a los de la bibliografia
que podria afectar a la practica clinica. El objetivo de
este estudio es obtener RR para K-CLL, L-CLL y rangos
de diagndstico para K/L-CLL en nuestra poblaciéon con
los reactivos de Trimero Diagnostic en el analizador
A5800 (Beckman Coulter). Como aportacion original
nos planteamos calcular los RR de la diferencia K-L y
la suma K+L, que podrian ayudar en el diagndstico y
seguimiento de los pacientes.

MATERIALY METODOS

Poblacion de estudio

Se realizé un estudio prospectivo con poblacion sana
para la obtencion de RR de CLL. Durante los meses de
octubre a diciembre de 2019 se recolectaron sueros de

255 donantes en el Hospital Universitario de Fuenla-
brada, Madrid (Espana). Antes de la aceptacion en la
participacion en el estudio se les realizd una encuesta
de salud para confirmar su estado. Los criterios de ex-
clusion fueron aquellos que hacen que se eleven las
CLL, como haber padecido alguna infeccion reciente,
enfermedad renal cronica (ERC), enfermedades hema-
toldgicas, enfermedades autoinmunes o diabetes me-
llitus.

A todos los participantes se les midieron proteinas
totales, albumina, creatinina, cistatina C, inmunoglo-
bulinas, electroforesis de proteinas e inmunotipado,
y se calculé la estimacion del filtrado glomerular
(eFG, por la formula CKD EPI [12] de 2012 que inclu-
ye creatinina y cistatina C), para identificar cualquier
anormalidad que pudiera excluir alguna muestra. Se
excluyeron 6 casos por detectarse componentes mo-
noclonales (3 1gG, 2 IgM y 1 CLL tipo lambda) y dos
outliers, una con CLL anormalmente altas y otra con
CLL anormalmente bajas. El nUmero total de muestras
seleccionadas fue 247, 147 hombres (60 %) y 100 mu-
jeres (40 %). La mediana de edad fue de 41 anos con
un rango de 18-65.

Para la validacién de K/L-CLL como indice de proli-
feracion monoclonal, se analizaron sueros de 30 pa-
cientes con hipogammaglobulinemia policlonal y de
30 pacientes con hipergammaglobulinemia policlonal.
En todos estos casos, la eFG fue > 70 mL/min/1,73 m?,
el patron de electroforesis de proteinas fue normal y el
inmunotipado fue negativo.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica local
y todos los participantes firmaron un consentimiento
informado.

Procesamiento y almacenamiento de muestras
de suero

Las muestras de sangre se dejaron coagular a tempe-
ratura ambiente durante al menos 30 minutos, seguido
de centrifugacion de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los sueros se dividieron en alicuotas en dos
tubos sin aditivos y se almacenaron a -40 °C hasta el
analisis.

Métodos analiticos

Las pruebas bioquimicas fueron medidas en un ana-
lizador AU5800 (Beckman Coulter). Las caracteristicas
de las técnicas se presentan en la tabla I. La electrofo-
resis de proteinas y el inmunotipado fueron realizados
por electroforesis capilar en un instrumento V8 Nexus
(Helena Laboratories) con un limite de deteccion de 1
mg/L para proteinas monoclonales dependiendo de la
posicion de la proteina monoclonal.

Las CLL se midieron por turbidimetria en el analiza-
dor AU5800 usando reactivos de Trimero Diagnostic
(Barcelona, Espana). Este reactivo esta compuesto por
anticuerpos policlonales de conejo especificos contra

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]
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Tabla I.

Caracteristicas de rendimiento analitico y datos de pruebas medidas

en donantes de sangre

Mediana Intervalo Método de medida CV intraen- CV interen-
intercuartil sayo (%)* sayo (%)*

Proteinas totales 73 0,5 Biuret <0,34 <0,7
Albumina 4,4 0,4 Verde bromocresol <1,17 < 1,55
Cistatina C 0,77 0,16 Inmunoturbidimétrico <0,82 <1,78
Creatinina 0,82 0,22 Enzimatico (IDMS) <12 <23
eFG CreaCis 106,2 18,0 CKD-EPI 2012

IgG 1078 276 Inmunoturbidimétrico < 2,24 < 4,66
IgA 234 17 Inmunoturbidimétrico <2,18 < 4,01
IgM 104 62 Inmunoturbidimétrico <219 <4,08
K-CLL 8,5 2,6 Inmunoturbidimétrico <76 <38
L-CLL 1,7 4,15 Inmunoturbidimétrico <65 <4,3

*Proporcionado por el fabricante. Unidades: g/dL: proteinas totales, albimina; mg/dL: cistatina C, creatinina, IgG, IgA, IgM; mg/L: K-CLL, L-CLL; mL/

min/1,73 m? eFG CreaCis.

los determinantes ocultos de las cadenas ligeras. El
fabricante propone para sus calibradores tres trazabi-
lidades diferentes ya que no existe un estandar inter-
nacional. Una es referida a los calibradores de Freelite;
otra asignando un valor de 100 unidades arbitrarias
(UA)/mL tanto a K-CLL como a L-CLL al calibrador inter-
nacional de proteinas ERM-DA470k/IFCC; y una terce-
ra mediante la asignacion de valores de K-CLL y L-CLL
en mg/L al calibrador ERM-DA470k/IFCC. Los factores
de conversion para pasar de Freelite (mg/L) a UA/mL
son 14,62 para K-CLL y 9,41 para L-CLL, y para pasar de
Freelite (mg/L) a los valores referidos al estandar ERM-
DA470k/IFCC (mg/L) son 0,4275 para K-CLL y 0,1128
para L-CLL. En nuestro estudio hemos utilizado la refe-
rida a Freelite para poder comparar con otros estudios
de la literatura. Se uso6 un solo lote de reactivos para
cada prueba.

Analisis estadistico

Los RR se determinaron por el método no paramétri-
co de acuerdo con la guia EP28-A3C del Clinical Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) (13). Los percentiles
2,6y 975 se usaron como limites inferior y superior.
El analisis estadistico se realizd con MedCalc v.15.8
(MedCalc Software, Bélgica). Se utilizé la prueba U de
Mann-Whitney para muestras independientes para las
comparaciones realizadas en la validacion del rango
diagnéstico de K/L- CLL y las referidas a sexo y edad.
Un valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente sig-
nificativo.

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]

RESULTADOS

Teniendo en cuenta que la funcién renal del indivi-
duo puede afectar al aclaramiento de las CLL del suero
se realizd una evaluacidon de la estimacion de la fun-
cion renal mediante la formula CKD EPI que incluye
cistatina C y creatinina. Ningun individuo padecia ERC
y todas las estimaciones estuvieron por encima de 70
mL/min/1,73 m?2. Se evidencié una disminucion de la
eFG con la edad y diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p = 0,016) entre hombres (mediana: 105,0 mL/
min/1,73 m?) y mujeres (mediana: 108,5 mL/min/1,73
m?). También se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,0001) respecto al sexo para
cistatina C (medianas hombres vs. mujeres: 0,79 vs.
0,72 mg/L) y creatinina (medianas hombres vs. muje-
res: 0,91 vs. 0,70).

Segun se muestra en el grafico (Fig. 1), en los resul-
tados de K/L-CLL y de la diferencia K-L-CLL no se ob-
servan grandes diferencias con la edad, sin embargo,
si se observa una leve tendencia a disminuir. Respec-
to del sexo, las diferencias no son estadisticamente
significativas (diferencia medianas = 0,01 mg/L y 0,45
mg/L; p =0,84y 0,26, respectivamente). Sin embargo,
para K-CLL, L-CLL y la suma K+L si parece haber un
aumento con la edad y diferencias estadisticamente
significativas con el sexo: K-CLL (diferencia medianas
= 0,7 mg/L; p = 0,009), L-CLL (diferencia medianas =
0,95 mg/L; p = 0,03), suma K+L-CLL (diferencia media-
nas = 1,30 mg/L; p = 0,013). Los resultados de CLL y
su relacion con la edad y el sexo se muestran en la
tabla Il.
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Figura 1 - Concentracion de K-CLL (A), L-CLL (B), K/l-CLL (C), diferencia K-L (D) y suma K+L (E) en las 247 muestras de referencia
representadas frente a la edad (anos) y por sexo (K: kappa, L: lambda, CLL: cadenas ligeras libres).

¢ Mujer, 0 Hombre. Linea de tendencia: — Mujer; Hombre.

Tabla Il.

Valores de cadenas ligeras libres de 247 muestras de suero de donantes
y su relacion con la edad y el sexo

Media (DE) Mediana (RI) Percentiles 2,5-975 Rango p
K <40 8,3 (2,0) 8,1(2,5) 4,8-13,4 3,6-13,8
0,0023
K> 40 9,0 (2,0) 8,9 (2,8) 5,7-13,4 5,3-14,8
L <40 11,4 (3,3) 11,0 (4,1) 6,3-18,7 5,8-22,5
0,0002
L>40 13,0 (3,4) 12,5 (4,1) 8,0-21,5 6,9-28,2
Edad
(afos) K/L < 40 0,75 (0,15) 0,71 (0,18) 0,49-1,10 0,44-1,17
. 0,0284
€40n:120 ) 49 0,71 (0,13) 0,69 (0,16) 0,49-1,04 0,44-1,23
>40 n: 127
Dif K-L < 40 -3,12 (2,25) -3,0 (3,1) -8,58-0,69 -11,1-1,3
0,0034
Dif K-L > 40 -3,96 (2,41) -3,8 (3,1) -9,28-0,48 -14,6-1,6
Sum K+L <40 19,7 (5,0) 19,1 (7,0) 11,6-32,1 10,8-33,9
0,0003
Sum K+L > 40 22,1 (5,1) 21,5 (6,1) 14,7-34,8 14,1-41,8

(Continda en la pdgina siguiente)
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Tabla Il (Cont.)

Valores de cadenas ligeras libres de 247 muestras de suero de donantes
Y su relacién con la edad y el sexo

K-H 9,0 (2,1) 8,9 (3,0) 5,3-13,7 4,9-14,8
0,0089
K-M 8,2(1,8) 8,2 (2,5) 4,7-12,2 3,6-13,1
L-H 12,7 (3,6) 12,2 (4,1) 6,6-21,9 6,3-28,2
0,0279
LM 11,6 (3,1) 11,2 (3,9) 6,3-18,8 5,8-20,5
Sexo K/L-H 0,73 (0,14) 0,70 (0,17) 0,50-1,06 0,48-1,11
H: n =147 0,8425
M: n = 100 K/L-M 0,73 (0,15) 0,71 (0,19) 0,45-1,07 0,44-1,23
Dif K-L-H -3,7 (2,4) -3,6 (3,1) -9,5-0,6 -14,6-1,3
0,2587
Dif K-L-M -3,4(2,2) -3,1(2,8) -8,2-0,4 -9,6-1,6
Suma K+L:-H 21,6 (5,4) 21,0 (6,4) 12,6-34,3 11,6-41,8
0,0126
Suma K+L-M 19,8 (4,6) 19,7 (5,9) 11,5-30,2 10,8-33,6

Unidades: mg/L. DE: desviacion estandar. RI: rango intercuartil. p: significacion estadistica. K: kappa CLL. L: lambda CLL. K/L: ratio kappa/lambda CLL. Dif K-L:
diferencia CLL kappa-lambda. Suma K+L: suma CLL kappa+lambda. H: hombres. M: mujeres.

Se establecieron los percentiles 2,5 y 975 para ob-
tener el RR sin discriminar por sexo o edad. Como en
otras publicaciones, también se calculdé el rango de
diagnéstico de K/L-CLL que incluye al 100 % de la po-
blacion de referencia. Los resultados se muestran en la
tabla lll. Se establecié un nuevo RR para la diferencia
entre K-L-CLL de -8,6 a 0,6 mg/L (el signo menos indi-
ca que L-CLL es mayor que K-CLL) y para la suma K+L-
CLL de 12,4 a 32,8 mg/L como datos adicionales que
podrian ayudar en el diagndstico y seguimiento de los
pacientes.

La figura 2 muestra los resultados de la validacién
del rango de diagnostico obtenido para K/L-CLL (0,44-

1,23). Los valores de los sujetos estudiados con hiper-
e hipogammaglobulinemia estaban incluidos tanto en
nuestro rango como en el propuesto por el fabricante
(0,26-1,65 obtenido de la bibliografia), dado que este ul-
timo es mas amplio que el que proponemos en nuestro
estudio. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de K-CLL y L-CLL
de las muestras de los pacientes con hipergammglo-
bulinemia (rango: K-CLL: 6,7-56,9 mg/L; L-CLL: 9,2-66,0
mg/L) y de los pacientes con hipogammaglobulinemia
(rango: K-CLL: 4,9-11,3 mg/L; L-CLL: 7,0-17,6 mg/L) res-
pecto a los donantes de sangre (test U de Mann-Whit-
ney p < 0,05 en todos los casos).

Tabla IlI.

Rangos de referencia de 247 muestras de suero de donantes de sangre

K-CLL L-CLL K/L-CLL Dif K-L Suma K+L

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Media (DS) 8,7 (2,0 12,2 (3,5) 0,73 (0,14) -3,5 (2,4) 20,9 (5,17)
Mediana (RI) 8,5 (2,6) 1,7 (4,1) 0,70 (0,18) -3,3(1,4) 20,2 (6,7)
P25 5,0 6,6 0,49 -8,56 12,4
(IC 90 %) (4,6-5,7) (5,9-7,1) (0,44-0,53) (-11,1;-7.7) (11,4-13,0)
P 975 13,4 20,4 1,05 0,56 32,8
(IC 90 %) (12,5-13,8) (18,5-25,6) (0,99-1,17) (-0,10 -1,3) (30,2-38,3)
Minimo 3,6 5,8 0,44 -14,6 10,8
Maximo 14,8 28,2 1,23 1,6 41,8
RR fabricante 3,3-19,4 5,7-26,3 0,26-1,65

Los resultados en cursiva indican los limites para la interpretacion de resultados. DS: desviacién estandar. RI: rango intercuartil. P: percentil. IC: intervalo de

confianza. K: kappa. L: lambda. CLL: cadenas ligeras libres.
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Figura 2 - Distribucion de valores del cociente kappa/lambda de
cadenas ligeras libres (K/L CLL) obtenidos de pacientes con hipo
e hipergammaglobulinemia policlonal y donantes de sangre (li-
nea continua: rango de diagndstico calculado en este estudio;
linea discontinua: rango de diagndstico de la bibliografia).

DISCUSION

La importancia que ha adquirido la medicion de las
sCLL con la inclusion en las guias del IMWG ha hecho
que la industria de diagnodstico in vitro disefe sus pro-
pios reactivos para diferentes plataformas. Como no
existe un estandar internacional al que referenciarse,
los valores que se obtienen entre las distintas tecno-
logias, los diferentes instrumentos e incluso con el
mismo tipo de reactivos, son muy diferentes (Tabla IV).

Por eso es necesario establecer RR para cada una de
esas combinaciones y para la poblacion con la que se
trabaja. El insert del fabricante hace alusion a los RR
de la bibliografia (4), sin embargo hace un pequeno
estudio y se puede comprobar que los resultados son
similares en los valores centrales y tienen menos varia-
bilidad al obtener unos rangos mas estrechos. Los va-
lores del estudio deTrimero frente a la bibliografia son:
K-CLL (RR: 4,84-14,2 vs. 3,3-19,4), L-CLL (RR: 7,03-22,5
vs. 5,7-26,3) y K/L-CLL (rango diagnostico: 0,43-1,05 vs.
0,26-1,65).

En nuestro estudio, los valores de K/L-:CLL se mantie-
nen con el incremento de la edad con una ligera ten-
dencia descendente, mientras que en los valores de
K-CLL y de L-CLL si parece haber un pequenfo aumento
que podria estar causado por la disminucion fisioldgica
del filtrado glomerular (Fig. 1). Esta misma circunstan-
cia también se observé en el trabajo de Katzmann y
cols. (4), con un aumento mas acusado en edades > 60
anos. Otros autores han informado de un aumento en
el RR de K/L-CLL en poblaciones de edad avanzada, lo
que sugeria que los RR dependientes de la edad debian
ser tenidos en cuenta (14,15). Otros autores no encon-
traron diferencias cuando compararon entre mayores y
menores de 50 anos (16).

Nuestros resultados indican que hay una dependen-
cia de la edad, pero su variacion cuantitativa puede
considerarse clinicamente no significativa. En los grafi-
cos de K-CLL/cistatina C y L-CLL/cistatina C, no mostra-
dos, se observa que esa pendiente positiva disminuye
considerablemente por lo que parece que ese pequeho
aumento pueda ser debido a la disminucién de la fun-
cién renal que se produce de manera fisioldgica. Cuan-
do se compara por sexo también observamos ligeras

Tabla IV.

Rangos de referencia de diferentes ensayos de cadenas ligeras libres kappa

(K-CLL, mg/L) y lambda (L-CLL, mg/L) y rangos de diagndstico de la ratio
kappa/lambda (K/L-CLL)

17

K-CLL L-CLL K/L CLL
Trimero Diagnostic (estudio) 5,0-13,4 6,6-20,4 0,44-1,23
Trimero Diagnostic (interno Trimero) 4,8-14,2 7,0-22,5 0,43-1,05
Freelite (TBS) (2,4) (Guia IMWG) 3,3-19,4 5,7-26,3 0,26-1,65
Freelite Optilite (17) 7,2-275 5,7-21,5 0,40-2,58
Freelite SPA Plus (17) 5,56-24,7 4,9-18,7 0,36-2,07
Freelite Immage (17) 5,8-174 74-24,5 0,20-1,26
Freelite Cobas (17) 8,1-29,8 8,6-19,9 0,50-2,43
N Latex FLC (8) 6,7-22,4 8,3-270 0,31-1,56
Sebia FLC (10) 5,2-15,3 8,2-18,1 0,37-1,44
Diazyme (9) 2,4-20,7 4,2-277 0,22-1,74
Seralite (5-95 %) (11) 5,2-22,7 4,0-25,1 0,48-2,49

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]
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diferencias y, aunque algunas son estadisticamente
significativas, cuantitativamente no tienen gran tras-
cendencia clinica. Dado que las diferencias observadas
en sexo y edad no se consideran clinicamente relevan-
tes, hemos considerado obtener un unico RR, al igual
que otros autores, aunque debe tenerse en cuenta esta
tendencia con la edad.

En un estudio llevado a cabo por Cotten y cols. (17)
en el que utilizaban reactivos Freelite en diferentes
plataformas, los resultados del nefelémetro Immage
(Beckman Coulter) fueron aceptables con respecto a
los rangos publicados por Katzmann, sin embargo,
los medidos en turbidimetros como Optilite (TBS),
SPA Plus (TBS) o Cobas 6000 c601 (Roche Diagnos-
tic) fueron significativamente mas altos. Esto da una
idea de la variabilidad de los resultados en funcién de
los reactivos y la tecnologia empleada (Tabla IV). En
otros estudios de comparacion se han detectado im-
portantes diferencias llegando a la conclusion de que
los resultados no son transferibles entre distintas pla-
taformas.

Se han publicado estudios que utilizaban reactivos
Freelite en los nefeldmetros de Siemens Healtheneers
(8) y Beckman Coulter (17) en los que los autores obser-
van una alta concordancia clinica, aunque se encontra-
ron importantes discrepancias en algunos resultados.
Sin embargo, otros autores que compararon el mismo
reactivo en estos nefeld6metros han considerado que la
concordancia no era aceptable (18,19).

Muchos de los estudios de comparacién entre reacti-
vos que utilizan anticuerpos policlonales (Freelite CLL,
TBS) y reactivos que utilizan anticuerpos monoclo-
nales (N Latex CLL, Siemens Healtheneers) detectan
grandes diferencias en las comparaciones. Esto hace
que los resultados no sean intercambiables y que se
clasifiquen incorrectamente las muestras como pa-
toldgicas y no patologicas. Las causas pueden ser la
diferente composicién de los reactivos y que la me-
dicion de Freelite se realiza en turbidimetros como
Optilite o SPA Plus (6,7) u otras plataformas (20) y asu-
men que los RR para Freelite CLL son los obtenidos
por Katzmann por nefelometria. Como queda patente
en nuestro estudio y en la bibliografia, los RR tienen
unas diferencias tan importantes que se podria pensar
que las conclusiones de esos estudios podrian no ser
correctas.

Una consideracion importante en el diagndstico, en
la evaluacion de la respuesta y de la remision, y en el
prondstico de los pacientes con gammapatias mono-
clonales es la precisién de los RR de K-CLL, L-CLL, K/L-
CLL y diferencia K-L para asegurar una interpretacion
clinicamente util de los resultados de las pruebas. La
adopcién de los RR de CLL del fabricante y de la guia
del IMWG, independientemente del tipo de platafor-
ma del instrumento, podria sugerir que los RR de CLL
son universales. Sin embargo, los reactivos para la
medicién de CLL estan disponibles comercialmente
en mas de 10 plataformas y el efecto de la variabi-
lidad entre instrumentos con diferente tecnologia

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]

debe ser tenido en cuenta. En el caso de la utilizacién
del reactivo de Trimero Diagnostic un K/L-CLL entre
1,23-1,65 o entre 0,26-0,43 seria indicativo de prolife-
racion monoclonal y, sin embargo, si utilizamos los
valores de la guia IMWG serian totalmente normales
(Tabla 1V).

El hecho de que la guia del IMWG indicara unos RR
concretos sin advertir de que no eran transferibles a
otras plataformas ha generado confusion y pueden
estarse utilizando RR erroneos. Ni la ratio K/L CLL de
0,26-1,65, ni el de i/u-CLL > 100 o la concentracion de
la CLL involucrada > 100 mg/L serian valores correctos
para la clasificacién de los pacientes si no se usan los
reactivos y el analizador empleado por Katzmann (18).
Estudios publicados recientemente mostraron que los
umbrales de diagnostico para i/u-CLL > 100 propuestos
para Freelite no se aplican a N Latex FLC y Sebia FLC.
Se propusieron nuevos umbrales para N Latex FLC > 30
(21) o > 50 (22) y para Sebia FLC > 16 (23) o > 20 (22).
La consecuencia clinica es que estos pacientes pueden
o no cumplir con los criterios de MM que requieren te-
rapia dependiendo del tipo de reactivo y la tecnologia
utilizada.

Como contribucién original nosotros proponemos
un nuevo RR para la diferencia K-L.-CLL de -8,6 a 0,6
mg/L. En general, K/L-:CLL se usa para el diagnostico
y seguimiento de gammapatias monoclonales y K-L-
CLL es util en la practica clinica diaria porque, en las
gammapatias monoclonales, ademas del aumento
de la CLL involucrada, se suprime la no involucrada,
y de esta diferencia no existen valores de referencia.
Algunos autores han descrito otras utilidades de este
pardmetro, como la prediccion de eventos tromboem-
bolicos en pacientes con amiloidosis AL (24) o la dis-
tincion entre mieloma y no mieloma en pacientes con
lesién renal aguda (25). Campbell y cols. (11) proporcio-
no6 un RR de K-L-CLL para la prueba Seralite y evalué su
comportamiento en pacientes con mieloma multiple. El
rango de diferencia K-L podria ayudar en el diagnosti-
co y seguimiento de los pacientes y debe evaluarse en
estudios posteriores.

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV) tie-
ne una alta variabilidad clinica y heterogeneidad
inmunoldgica. Varios investigadores han propuesto
combinaciones de biomarcadores clinicos e inmu-
nolégicos para mejorar el diagnéstico y proporcio-
nar estrategias de seguimiento y tratamiento que
puedan mejorar el prondstico de cada paciente. Un
biomarcador propuesto recientemente para el diag-
noéstico de IDCV es la cuantificacién de sCLL (26-28).
Guevara-Hoyer y cols. (29) han sugerido la suma de
K+L-CLL como un biomarcador combinado practico
del diagnodstico de IDCV y otras aplicaciones poten-
ciales para su seguimiento y prondstico. Han obteni-
do un punto de corte para discriminar entre IDCV y
otras inmunodeficiencias. La mayoria de los pacien-
tes con IDCV presentan sCLL bajos o indetectables
en comparacién con inmunodeficiencias primarias
o secundarias. Proponemos un nuevo RR que no ha
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sido definido hasta el momento para la suma de K+L-
CLL de 12,4-32,8 mg/L con los reactivos de Trimero
Diagnostic.

En la validacién del rango de diagnédstico K/L-CLL
obtenido con muestras con hipogammaglobulinemia
policlonal e hipergammaglobulinemia policlonal todos
los valores estaban dentro del nuevo RR, lo que confir-
ma la validez del nuevo rango. Como era de esperar, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,001) entre las concentraciones de K-CLL y L-CLL
de las muestras de estos pacientes y las de los donan-
tes de sangre.

Entre los factores que pueden influir en la obtencion
de resultados diferentes en los distintos estudios po-
demos encontrar variables pre- y post-analiticas como
el numero de sujetos evaluados en el estudio, los cri-
terios de inclusion y exclusién, la utilizacién de uno o
varios lotes de reactivos, el analisis estadistico realiza-
do (eliminacion de outliers, método basado en distri-
buciéon normal, método no paramétrico CLSI EP28-A3C
o la utilizacion del método robusto).

Este estudio tiene fortalezas como los criterios de
inclusion y exclusion que han hecho que los RR sean
mas estrechos que otros publicados (4,17,20). Como li-
mitaciones podemos considerar el rango de edad has-
ta los 65 anos, si bien algunos autores solo detectaron
diferencias significativas a partir de 80 anos (4,14,15); y
también la utilizacion de un unico lote de reactivos. En
numerosas ocasiones se ha citado la falta de consisten-
cia entre lotes de reactivos policlonales como Freelite
(16,30) y esto puede ser causa de una alta variabilidad
en los resultados y unos RR mas amplios, sobre todo
en el limite superior.

CONCLUSIONES

En este estudio presentamos RR de sCLL para reacti-
vos de Trimero Diagnostics medidos por turbidimetria
en un AU5800 de Beckman Coulter. Estos rangos son
diferentes a los proporcionados por el fabricante, que
son los indicados en las guias IMWG, utilizados en la
mayoria de estudios publicados, lo que consideramos
ha podido suponer una clasificacion errénea de los pa-
cientes.

Como contribucion original se proponen RR para K-L-
CLL y K+L-CLL que no han sido descritos previamente
para este reactivo. La utilidad de estos RR debe investi-
garse en fututos estudios.

Debido a las diferencias entre reactivos monoclona-
les y policlonales y las distintas plataformas con dife-
rente tecnologia que se utilizan para medir las sCLL,
la variabilidad en los rangos es elevada y no pueden
existir unos RR ni puntos de corte Unicos y universales.
Por esa razon, es necesario disponer de un estandar
internacional para minimizar las diferencias.

Los fabricantes y los laboratorios clinicos deben es-
forzarse para proporcionar unos RR para la tecnologia
que estan utilizando y para su poblacion.
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priorizacion para seleccionar estas VUS priorizadas que permitan optimizar
la realizacion de estudios complementarios, asi como advertir de la impor-
tancia de realizar un correcto proceso de asesoramiento genético que haga
entender al paciente las posibles consecuencias de dicho analisis.
Keywords: ABSTRACT

Hereditary breast and ovarian cancer.

Priorization. Genetic variation with
unknown significance. Variants
with unknown significance.

The incorporation of next-generation sequencing has been a revolution
in the genetic study of hereditary breast and ovarian cancer (HBOC), as it
has allowed the incorporation in clinical practice of multigene panel test-
ing and even complete exomes and genomes. It has led an increase of
information obtained in genetic studies. However, it has been accompa-
nied by an uncertainty raise due to the higher number of variants with un-
known significance (VUS) found. Consequently, the term prioritized VUS
that refers to those variants with unknown significance that has a greater
risk of being deleterious has been coined. This revision pretends to show
the evolving of classification guidelines for the interpretation of variants,
emphasize the importance of the development of prioritization algorithms
that select prioritize and allows optimizing the complementary studies em-
ployed, as well as emphasize la importance of a correct genetic counsel-

ling that helps the patient understand the consequences of the analysis.

INTRODUCCION

El cdncer de mama (CM) es el mas comun, asi como
la principal causa de muerte por cancer en mujeres (1).
El CM femenino supone un 25 % de los casos de cancer
diagnosticados en todo el mundo y un 11,6 % si se tie-
nen en cuenta ambos sexos (2). La mortalidad por CM
en Espana es el 6,6 % de la mortalidad por cancer (3).
Los datos de Sociedad Espanola de Oncologia Médica
(SEOM) estiman que en 2020 se diagnosticaron aproxi-
madamente 33.000 nuevos casos de CM en Espana vy,
en 2018 6.621 muertes fueron debidas a esta causa (3).

El cancer de ovario (CO) es el noveno tipo de can-
cer mas prevalente en mujeres en Espana y se estima
que supone un 2,7 % de los casos de céncer y casi
2000 muertes en 2020 (3,4). El riesgo de padecer CO,
cancer de trompa de Falopio o primario peritoneal es
del 1,5 % en la poblacion general. A pesar de los avan-
ces en su tratamiento quirdrgico y farmacoldgico, el
CO sigue siendo el cancer ginecoldgico mas letal, de-
bido principalmente a la ausencia de un método de cri-
bado para su deteccion precoz. Ademas, presenta una
elevada resistencia a los farmacos citostaticos usados
comunmente (5).

Se han identificado numerosos factores de riesgo
para ambas patologias, siendo la historia familiar uno
de ellos. De hecho, se estima que el 5-10 % de todos los
casos de CM y CO estan vinculados a una susceptibi-
lidad hereditaria debida a mutaciones en genes auto-
sdmicos dominantes. El principal sindrome de cancer
hereditario relacionado con el CM y CO es el sindrome
de cancer de mama vy ovario hereditario (SCMOH). Des-
de los anos 90 este sindrome se ha asociado principal-
mente a mutaciones en los genes de alta penetrancia
BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, en la actualidad se
sugiere la participacion de multiples genes, entre los
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que se incluyen genes de alto riesgo para CM (TP53,
PTEN y PALB2), asi como genes de moderado riesgo
de CM (CHEK2, ATM, NF1 y NBN), genes con riesgo de
CM impreciso pero elevado (CDH1 y STK11) y genes
con riesgo para CO (RAD51D, BRIP1, y genes del sis-
tema de reparacién de apareamientos erréneos como
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2), entre otros (6). Estos ge-
nes se asocian con susceptibilidad a otros tipos de can-
cer como el de pancreas, colon y préstata, entre otros.
Muchos de ellos son esenciales para mantener la esta-
bilidad genémica de las células y estan relacionados
funcionalmente con la reparacion de DNA mediante
recombinacion homoéloga.

La aparicién de la secuenciacion masiva ha permiti-
do el desarrollo de paneles de genes, los cuales facili-
tan el estudio de multiples genes en el mismo analisis
con un menor coste econdmico. Esto ha supuesto una
revolucién en la practica clinica en el campo del diag-
noéstico del cancer hereditario, ya que el aumento de
genes estudiados facilita el diagndstico de sindromes
como el SCMOH. A su vez esto ha ido acompanado de
un incremento de la incertidumbre debido a dos causas
principales: el aumento de variantes con significado
clinico desconocido (VUS) como consecuencia del ma-
yor numero de genes estudiados y el estudio de genes
para los que no existe suficiente experiencia en la prac-
tica clinica ni evidencia cientifica que permita asociar-
los con un incremento en el riesgo de padecer cancer.

En muchas ocasiones la interpretacion de toda esta
informacion no es sencilla, lo que supone un reto para
los profesionales del laboratorio. Aunque actualmen-
te hay distintas guias de clasificacién de variantes que
tratan de sistematizar y estandarizar el proceso de cate-
gorizacion clinica de variantes, y establecer un vinculo
entre los resultados obtenidos y su efecto clinico (7,8),
no resuelven el problema de la interpretacion de la in-
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formacién genética, ya que muchas de las variantes
siguen clasificandose como VUS. Para muchos de los
genes incluidos en los paneles comerciales de cancer
hereditario no existe evidencia suficiente que justifique
un cambio en el manejo clinico, como el empleo de tra-
tamientos especificos o aplicacion de medidas de pre-
vencion para deteccion precoz o reduccién de riesgo.
Sigue existiendo una incertidumbre debida principal-
mente a que muchos de los genes incluidos en estos
paneles comenzaron a estudiarse con el desarrollo de
dichos paneles. Debido a la ausencia de estudios cli-
nicos de correlacidon genotipo-fenotipo consistentes, la
relacidon entre la presencia de variantes patogénicas en
estos genes y el riesgo de padecer determinados tipos
de cancer es todavia limitada. Por lo tanto, para mu-
chos de los genes incluidos en los paneles comerciales
no existe evidencia suficiente que justifique un cambio
en el manejo clinico, como el empleo de tratamientos
especificos o aplicacion de medidas de prevencion
para deteccidon precoz o reduccion de riesgo.

Recientemente y debido a la expansién del uso clini-
co de los paneles de genes se ha acunado el concepto
de VUS priorizada. Este hace referencia a aquellas va-
riantes de significado clinico desconocido que tendrian
una mayor probabilidad de tener un efecto deletéreo en
la proteina, segun los estudios in silico y la bibliografia
(9).

GUIAS PARA LA CLASIFICACION DE VARIANTES
GENICAS

Diferentes sociedades cientificas han desarrollado
guias para la interpretacion de variantes con el objeto
de afrontar el reto que supone actualmente el incre-
mento de deteccién de nuevas variantes génicas, mu-
chas de ellas en genes poco estudiados previamente.
Esto ayuda a conseguir una estandarizacién en la inter-
pretacion por parte de los distintos profesionales a lo
largo del mundo.

El Colegio Americano de Genética Médica y Geno-
mica (ACMG) publicé en 2000 unas recomendaciones
para la interpretacion de variantes que posteriormente
fueron revisadas en 2008 (10). Las variantes se catego-
rizaban en 6 grupos en funcién de si se habian descrito
previamente y su potencial efecto deletéreo. Se hacia
énfasis sobre la importancia de utilizar una termino-
logia estandarizada y bases de datos establecidas a la
hora de reportar las variantes, asi como de informar so-
bre las limitaciones del analisis. Ademas, se establecian
actividades de seguimiento para clarificar la relacién de
las VUS y la patologia en cuestién: estudio de familia-
res, estudio en controles o uso de herramientas in silico.

Posteriormente, Lindor y cols. desarrollaron un mo-
delo de clasificacion de variantes en cinco categorias
(11). Paralelamente, la Sociedad Internacional deTumo-
res Gastrointestinales Hereditarios desarrollé6 un es-
quema estandarizado de clasificacion de variantes en
cinco clases (12).

Mas recientemente la ACMG, junto con la Asociacion
de Patologia Molecular (AMP) y el Colegio de Patdlogos
Americanos (CAP), desarrollaron unas nuevas guias de
interpretacion de variantes (7). Estas guias establecian
unos criterios de clasificacion que presentaban distintos
grados de evidencia de patogenicidad y de benignidad
de forma que, mediante un algoritmo que utilizaba la
combinacion de dichos criterios, las variantes se podian
clasificar como patogénicas, probablemente patogéni-
cas, con significado clinico desconocido o probablemen-
te benignas y benignas. Esto supuso un gran paso en la
normalizacion de la categorizacion clinica de variantes,
ya que pretendia que dicha interpretacion se realizara de
una forma mas objetiva y sistematica. Posteriormente,
se publicd un refinamiento de dichos criterios de cla-
sificaciéon que pretendia mejorar aquellas areas en las
que las guias previas carecian de especificidad o daban
lugar a interpretaciones ambiguas. Este refinamiento
consistié en tres puntos principales: separar aquellos
criterios que resultaban ambiguos en un grupo de re-
glas discretas pero relacionadas en las que cada una de
ellas aporta un peso individual a la clasificacion, agrupar
determinados criterios para evitar una sobreestimacion
de evidencia relacionada entre si y reemplazar los “crite-
rios clinicos” por criterios aditivos semicuantitativos (8).

Toda esta evolucion en la interpretacion de variantes,
aunque ha permitido sistematizar su interpretacion, no
ha evitado el aumento de VUS que ha supuesto la ins-
tauracion en la clinica del estudio mediante paneles de
genes, o incluso exomas y genomas completos.

PRIORIZACION DE VARIANTES CON
SIGNIFICADO DESCONOCIDO

Los métodos de secuenciacion masiva de nueva ge-
neracion (NGS) engloban las técnicas de secuenciacion
de segunda y tercera generacion. En las primeras, la
secuenciacion se realiza a partir de fragmentos ampli-
ficados y se obtiene una elevada profundidad de lec-
tura (nUmero de veces que una base esta presente en
las lecturas generadas). Por otro lado, las técnicas de
tercera generaciéon han conllevado una nueva revolu-
cion, ya que no requieren amplificacion previa de la
muestra y permiten aumentar la longitud de la lectu-
ra, lo que facilita el ensamblaje y permite la deteccién
de variantes en el niumero de copias (CNV) e incluso
alteraciones estructurales como translocaciones e in-
versiones. La rapida evolucion de dichas tecnologias
con el consecuente aumento de variantes detectadas
ha hecho necesaria la aparicion de un nuevo concepto:
VUS priorizada. El término VUS priorizada se refiere a
aquellas VUS que tienen un mayor riesgo de estar aso-
ciadas a un incremento de cancer de mama y ovario y,
por tanto, sobre las que se debe realizar un estudio mas
completo para poder determinar su efecto clinico y po-
sible implicacién en el SCMOH de forma prioritaria con
respecto al resto de VUS. Mucaki y cols. desarrollaron
un esquema para priorizar VUS en SCMOH, en el que
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se incluyeron variantes exodnicas, variantes de splicing
situadas en regiones codificantes y no codificantes, asi
como variantes situadas en las regiones UTR 3" y 5, en-
tre otras (13) (Fig. 1). Para ello emplearon modelos ba-
sados en teoria de la informacion (/T-based analysis). La
teoria de la informacion se usa como una medida de la
conservacion de la secuencia. La informacion individual
para una base se relaciona con su entropia y, por tanto,
con la energia libre de unién. Esto se utiliza para esti-
mar el cambio de afinidad de unién al compararlo con
el cambio de informacion para un cambio de nucleo-
tido. Estos modelos predecian potenciales mutaciones
en sitios de splicing (SS), sitios de unién a factores de
transcripcion (TGBS) y sitios de unién a la proteina de

unién a RNA (RBBS) en 7 genes secuenciados al com-
pleto en una muestra de 102 pacientes con SCMOH en
los que previamente no se habian hallado variantes en
regiones codificantes de BRCA1/2. A continuacion se
utilizaron unos criterios de priorizacion e informacion
de la bibliografia disponible para priorizar las que mas
probabilidad presentaban de ser deletéreas. Se emplea-
ron distintas herramientas in silico, asi como bases de
datos, modelos o algoritmos de prediccion de estructu-
ras. Se hallaron 15311 variantes, de las cuales 87 fueron
priorizadas. Caminsky y cols. realizaron un estudio si-
milar en el que se estudiaron 20 genes relacionados con
SMCOH en 287 pacientes con un test no informativo
previo para BRCA1/2. Se priorizaron 246 de un total de
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Figura 1 — Adaptacion del algoritmo para la identificacion de potenciales variantes patogénicas utilizado por Mucaki y cols. (13).
Incluye procesos integrados de laboratorio y analisis bioinformaticos utilizados. En amarillo se muestran los conjuntos de datos in-
termedios resultantes del filtrado, en verde se muestran los conjuntos de datos finales, en azul los pasos no bioinformaticos como la
preparacion de las muestras y en violeta los programas de prediccion. Para alinear los resultados de secuenciacion se utilizo CASAVA
(Consensus Assessment of Sequencing and Variation) y CRAC (Complex Reads Analysis and Classification). Se utilizo GATK (Genome
AnalysisToolkit) para comparar las variantes de estos datos frente a la version GRCh37 del genoma humano de referencia. Se elimi-
naron las variantes con una puntuacion de calidad < 50. Se utilizo SNPnexus para identificar la ubicacion gendmica de las variantes.
Las variantes sin sentido y las indels se anotaron y se utilizaron herramientas de prediccion para estimar el potencial efecto deletéreo
de las variantes missense. El pipeline de analisis Shannon evalué el efecto de una variante sobre sitios de splicing (SS) cripticos y
naturales, asi como de lugares de union de factores reguladores del splicing (SRFBS). ASSEDA (Automated Splice Site and Exon De-
finition Analysis) se utilizé para predecir las posibles isoformas como resultado de estas variantes. Las matrices de peso de posicion
(PWM) para 83 factores de transcripcion (TF) se construyeron utilizando un generador de matriz de ponderacion de informacion basa-
do en Bipad. Mutation Analyzer evalud el efecto de las variantes encontradas 10 kb aguas arriba desde el primer intron. Las variantes
halladas en las secuencias UTR se evaluaron utilizando SNPfold y las variantes con mayor probabilidad de alterar la estructura del
ARNm (p < 0,1) se procesaron utilizando mFold para predecir el efecto sobre la estabilidad. Todas las variantes de UTR se escanearon
con una version modificada del pipeline de Shannon, que utiliza PWM calculadas a partir de frecuencias de nucledtidos para 28 pro-
teinas de union a RNA (RBP) en las bases de datos de RPB (RBPDB) y 76 RBP en el catalogo de preferencias de union a secuencias
inferidas de proteinas de union a RNA (CISBP-RNA). Todas las variantes que cumplen estos criterios de filtrado se verificaron con IGV.
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38372 variantes. Se realizaron estudios de pedigri y co-
segregacion para calcular las razones de verosimilitud
(likelyhood ratio) (14). En Espaina, Bonache y cols. intro-
dujeron por primera vez en nuestro pais el concepto de
VUS priorizada y diferenciaron los genes con un cono-
cido alto-moderado riesgo de cancer de aquellos genes
candidatos para los que solo existe una evidencia inicial
de asociacion a cancer (9). Se investigé un panel que in-
cluia 34 genes asociados con un riesgo moderado-alto
de cancer de mama y ovario y 63 genes candidatos en
192 pacientes con sospecha de SCMOH, resultando 16
de ellos portadores de variantes en genes de riesgo. Se
hallaron 383 variantes de las que se priorizaron 35 en
genes de riesgo mediante el uso de bases de datos y
programas in silico. Por otro lado, en este estudio se
hacia referencia al concepto de accionabilidad clinica
(clinical actionability), la cual se defini6 como un cam-
bio en el manejo médico de la familia de acuerdo a las
guias clinicas actuales, como las de la NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) (15). Este concepto se
restringio a los portadores de variantes patogénicas en
genes con un riesgo de cancer bien establecido.

De esta breve revision de estudios en los que apare-
ce el concepto de VUS priorizada, destacan dos facto-
res a tener en cuenta a la hora de determinar qué VUS
deben priorizarse y cuales no: los genes de estudio y
las herramientas in silico y pipelines aplicadas en los
algoritmos de priorizacioén.

Genes de riesgo y genes candidatos en el
sindrome de cancer de mama y ovario hereditario

Hasta hace unos anos solo se planteaba el estudio
de los genes BRCA1y BRCA2. Actualmente estos ge-
nes son bien conocidos, lo que ha permitido reducir
el numero de VUS halladas en los mismos. De hecho,
en un estudio espanol de mutaciones en estos genes
realizado por Gabaldo y cols. solo el 13 % de las va-
riantes halladas fueron VUS (16). El desarrollo de los
paneles de genes ha supuesto una verdadera revolu-
cion y ha conseguido modificar la practica clinica en
el campo del SCMOH, ya que al aumentar el numero
de genes estudiados, también se incrementa el nume-
ro de VUS y la priorizacion de las mismas se hace mas
necesaria. La mayoria de los genes incluidos en los
paneles de genes empleados para el diagnostico del
SCMOH son esenciales para la estabilidad gendmica
celular y estan relacionados con la reparacion de dano
en el DNA mediante recombinacién homadloga, como
BRCA1, BRCA2, ATM, CHEK2, PALB2, BRIP1y BARDI,
entre otros (Fig. 2). Estos genes también estan asocia-
dos a susceptibilidad a otros tipos de cancer como el
de prostata, pancreas o colorrectal (17-21).

Para los profesionales del laboratorio supone un reto
decidir los genes a incluir en un panel de genes, cuales
reflejar en el informe de laboratorio, asi como los que
se tendran en cuenta en el caso de llevar a cabo una
priorizacién de VUS. Es necesario contar con la eviden-

cia disponible en las guias clinicas, asi como llegar a un
consenso con los responsables del asesoramiento ge-
nético. La SEOM recomienda que cuando se realice un
analisis genético mediante paneles de genes, se inclu-
yan en el analisis genes como TP53, PALB2, BRIP1, RA-
D51Cy RAD51D. En cuanto a otros genes como PTEN o
CDH1, su estudio debe plantearse en funcién de la his-
toria familiar (6). Las guias consenso para el analisis de
cancer de mama hereditario desarrollada por la Aso-
ciacion Americana de Cirugia de Mama (The American
Society of Breast Surgeons) establecieron varios gru-
pos de genes: aquellos con riesgo incrementado de CM
(ATM, CDH1, CHEK2, NBN, NF1, PALB2 y STK11), los
que suponen un incremento de riesgo de cancer gine-
colégico (BARD1, MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM,
BRIP1, RAD51C y RAD51D) y los que estan asociados
a otros sindromes de cancer hereditario como el sin-
drome de Li Fraumeni y el sindrome de Cowden (TP53
y PTEN, respectivamente) (22). Las guias actuales de
la NCCN recogen aquellos genes sobre los que exis-
te evidencia de incremento de riesgo de cancer (ATM,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2, MSH?2,
MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM, NBN, NF1, PALB2, PTEN,
RAD51C, RAD51D, STK11y TP53), asi como el manejo
del riesgo de cancer basado en los resultados del ana-
lisis genético (medidas de prevencion de riesgo o de
deteccidon precoz). Ademas se mencionan genes para
los que la evidencia es insuficiente para asociarlos con
riesgo de padecer cancer de mama y ovario (BARD1,
FANCC, MRET11A, heterocigotos en MUTYH, RECQLA4,
RAD50 y XRCC2, entre otros) (23). Estos genes serian
genes candidatos sobre los que se requiere profun-
dizar y aumentar su conocimiento para determinar si
estan realmente vinculados a un incremento de riesgo
de cancer, su penetrancia, las posibles particularidades
fenotipicas asociadas a mutaciones en los mismos v,
por tanto, su accionabilidad clinica llegado el caso. En
el caso de incluir genes candidatos en un analisis gené-
tico es necesario recoger la mayor informacion clinica
posible de aquellas familias portadoras de variantes
patogénicas o probablemente patogénicas en dichos
genes. Los profesionales del laboratorio pueden regis-
trar dichas variantes, caracteristicas de la familia y de
los tumores en una base de datos privada o en bases
de datos publicas como ClinVar para ir incrementando
el conocimiento sobre dichos genes y poder llegar a
conclusiones sobre su implicacion clinica en el futuro.

Herramientas utilizadas en la clasificacion
y priorizacion de variantes

Actualmente hay multiples herramientas web (mu-
chas de acceso gratuito) que se pueden emplear para
la interpretacion de variantes (Tabla I). Conocerlas es
de gran importancia para saber si dichas variantes han
sido previamente descritas y clasificadas clinicamente
o si, por el contrario, son variantes no descritas y por
tanto se desconoce su implicacion en la clinica de los
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pacientes. En el caso de las VUS, estas pueden incluir-
se en algoritmos de priorizacién, combinando la infor-
macion que ofrecen o estableciendo puntos de corte
en las puntuaciones obtenidas en los estudios in silico.
A continuacidon se describen los principales recursos
disponibles para valorar clinicamente las variantes gé-
nicas halladas en un estudio:

bases de datos creadas por grupos de trabajo es-
pecializados que estan disponibles en la red. En
ellas se reportan variantes génicas con informa-
cion sobre su implicacién clinica o fuentes biblio-
graficas en las que se mencionan. Entre ellas se
encuentra ClinVar (24), dbSNP (25), HGMD (26),
LOVD (27) y LitVar (28), entre otras.

Programas predictivos o estudiosin silico. Los algo-
ritmos que utilizan estos programas son diferentes
e incluyen la importancia de la alteracion tanto a ni-
vel de nucleétido como a nivel de aminoacido. Se — Software de apoyo a decisiones. Se trata de herra-
mientas web que integran informacién de distin-
tas bases de datos y que la combinan para llevar
a cabo una clasificacion segun las guias clinicas

pueden dividir en dos grupos: aquellos programas
que predicen si el cambio es perjudicial para la fun-
cion o estructura de la proteina resultante (predic-

SSB1

S
B

agammzsmmmamaﬂamm?

Figura 2 — Secuencia de reparacion tras la deteccion del dano de ADN de doble cadena. Adaptado
de Tavtigian y cols. (45). Tras la deteccion del dano de ADN de doble cadena, el complejo MRN
(MRE11, NBS1 y RAD50) activa la ATM kinasa. Una vez fosforilada, ATM fosforila a posteriores
efectores como CHEK2 y p53, los cuales producen la detencion del ciclo celular para dar tiempo a
que se repare el ADN. A su vez, p53 juega un papel importante en la senalizacion de la apoptosis.
Finalmente, se produce el reclutamiento de las proteinas responsables de la reparacion de ADN
mediante recombinacion homdloga, activandola.

[Rev Med Lab 2021:2(1):21-29]

tores del impacto del cambio como PolyPhen2 (29),
SIFT (30), MutationTaster (31), Align-GVGD (32),
Grantham (33) o predictores del grado de conser-
vacion filogenética como GERP (34), SiPhy (35),
PhyloP (36) y programas que predicen si se altera
el splicing (GeneSplicer [37], Human Splice Finder
[38], NNSplice [39] o MaxEntScan [40], entre otros).
— Bases de datos de variantes génicas. Se trata de — Evaluacion de la frecuencia de la variante en pobla-
cion control. Determinar la frecuencia de una va-
riante en la poblacidn general o en una poblacion
control es de utilidad para conocer su patogenicidad.
Esto se puede hacer mediante una busqueda en las
bases de datos poblacionales como la del Proyecto
1000 Genomas o de la Genome Aggregation Data-
base (gnomAD). Segun las guias de la ACMG/AMP
del ano 2015, una frecuencia alélica en poblacién
control superior a la esperada para una determinada
enfermedad apoya una interpretacion benigna (7).
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Tabla 1.

Resumen de los principales recursos disponibles para valorar clinicamente las variantes
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ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
Bases_de dato§ . HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
de variantes génicas
LOVD http://www.lovd.nl/3.0/home
LitVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar
Programas predictivos in silico
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
Prediccion SIFT https:/sift.bii.a-star.edu.sg/
de impacto
en la proteina MutationTaster http://www.mutationtaster.org/
Align-GVGD http://agvgd.hci.utah.edu
Predicciéon GERP Integrado en VarSome
del grado .. SiPhy Integrado en VarSome
de conservacion
filogenética PhyloP Integrado en VarSome
GeneSplicer https://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml

Prediccion sobre
el splicing

Human Splice Finder

https://www.genomnis.com/access-hsf

NNSplice https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

MaxEntScan http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
Fracunncia Proyecto 1000 genomas  https://www.internationalgenome.org/1000-genomes-browsers
poblacional gnomAD https://gnomad.broadinstitute.org/
Software de apoyo Varsome https://varsome.com
a decisiones InterVar http://wintervar.wglab.org/

de la ACMG/AMP del ano 2015 (7). Una de ellas es
Varsome, la cual permite investigar las variantes
en su contexto gendmico, recoge datos de multi-
ples bases de datos y aspira a que la comunidad
comparta su conocimiento sobre variantes. Inclu-
ye informacion de 30 bases de datos externas que
describen mas de 500 millones de variantes. Ade-
mas los resultados no se limitan a variantes cono-
cidas, sino que se puede introducir cualquier tipo
de variante en formato HGVS o localizaciéon gené-
mica y permite modificar manualmente aquellos
criterios dependientes de la familia (41). Otro sof-
tware similar al anterior que clasifica las variantes
segun las guias ACMG/AMP es InterVar (42).

efecto deletéreo de la variante, pero no todos son
efectivos para determinar el impacto sobre el gen
o la funcionalidad de la proteina. La evidencia es
mayor si el ensayo refleja la totalidad de la funcién
biolégica de la proteina comparada con solo una
parte de esta funcidn. Los estudios funcionales que
determinan el impacto de las variantes a nivel de
mRNA pueden ser altamente informativos a la hora
de evaluar los efectos en la estabilidad del mRNA,
su procesamiento y traduccion entre otros (7).

Estudio de cosegregacion. Consisten en analizar la
variante hallada en otros miembros de la familia
afectos y no afectos. Si la variante estd presente
en los familiares afectos y ausente en los no afec-

tos, se podria afirmar que la variante cosegrega
con la enfermedad. Sin embargo, se debe tener
precaucion a la hora de usar la cosegregacion

Por parte del laboratorio clinico se pueden realizar
distintos estudios para profundizar en la interpretacion
de determinadas variantes:

— Estudios funcionales. Los estudios funcionales son

un conjunto de experimentos in vivo o in vitro que
intentan dilucidar las consecuencias que tiene una
determinada variante en la funcién de la proteina.
Son una herramienta poderosa para determinar el

para clasificar clinicamente una variante, ya que
esta evidencia una relacién entre el locus y la en-
fermedad pero no confirma la patogenicidad de la
variante en si. Ademas, se debe tener en cuenta la
presencia de posibles fenocopias o de que la cose-
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gregacion se deba a un desequilibrio de ligamien-
to con la verdadera variante patogénica. Por otro
lado, en casos de enfermedades como el SCMOH,
en las que la penetrancia es incompleta o depen-
diente de la edad, hay que valorar la posibilidad de
que existan familiares asintomaticos. Actualmen-
te, también se debe profundizar en la relacién bio-
l6gica entre familiares, ya que existe la posibilidad
de no paternidad bioldgica (donacion de esperma
y ovocitos o adopcion, principalmente).

Estos estudios no estan disponibles en todos los la-
boratorios de genética ni pueden realizarse con todas
las variantes halladas en los estudios genéticos. Una
posible estrategia para optimizar su utilidad podria ser
aplicarlos solo a aquellas variantes con un alto riesgo
de afectar al splicing segun las herramientas in silico
consultadas (estudios de cDNA tras RT-PCR) y/o las que
hayan sido priorizadas previamente.

ASESORAMIENTO GENETICO DE LAS
VARIANTES CON SIGNIFICADO DESCONOCIDO
Y VARIANTES CON SIGNIFICADO
DESCONOCIDO PRIORIZADAS

El hallazgo de VUS, tanto las que se encuentran en
genes con una conocida implicacion en la enfermedad
como aquellas que se encuentran en genes para los
que su relacién con la misma es solo potencial, supone
un problema tanto para los profesionales encargados
de realizar el asesoramiento genético como para los
pacientes receptores de dicha informacién. Es esencial
que durante el asesoramiento genético pre-test se in-
forme correctamente de los posibles resultados que se
van a obtener y que sea el paciente, de manera auténo-
ma, quien decida si quiere que se realice dicho analisis.
Disponer de informacion sobre las VUS encontradas
puede generar estrés tanto para el individuo como
para su familia, que en ocasiones debera realizarse el
estudio de cosegregacion. En este caso, siguiendo los
principios éticos de privacidad y confidencialidad, sera
siempre el paciente el que decida si quiere informar a
sus familiares de los hallazgos del analisis (43,44).

Segun las recomendaciones de expertos y la declara-
cion europea de consenso publicadas recientemente (43),
se recomienda informar las VUS halladas en BRCA1/2 o
en otros genes, aunque puntualiza que las VUS halladas
en genes de alto riesgo tendrian una mayor importan-
cia clinica que las halladas en genes de bajo riesgo. Sin
embargo, esta informacién no debe usarse en la toma
de decisiones clinicas o para andlisis predictivo. Se reco-
mienda que el asesoramiento genético siempre quede
abierto a la posibilidad de que individuos ya analizados
puedan ser contactados en el caso de que aparezca nue-
va informacién que afecte a la clasificacion de alguna va-
riante en particular, por lo que seria interesante realizar
un seguimiento de los portadores de VUS hallados en
los estudios genéticos, especialmente de aquellos casos
indice en los que se encontré unaVUS priorizada (43).

[Rev Med Lab 2021:2(1):21-29]

CONCLUSIONES

— EI desarrollo y evolucién de diferentes guias de
clasificacion clinica de variantes ha permitido que
el proceso diagnostico del SCMO sea mas estan-
darizado y sistematico, aunque sigue existiendo
un gran numero de variantes clasificadas como
VUS que tiende a aumentar al incrementarse el
numero de genes estudiados.

— Los algoritmos de priorizacién de VUS pretenden
seleccionar aquellas variantes con potencial dele-
téreo, en las que se realizara un estudio mas por-
menorizado para determinar su efecto clinico. Esta
priorizacién se realizara en funcién de la evidencia
clinica de los genes estudiados, asi como del re-
sultado de las herramientas web de prediccidon de
patogenicidad utilizadas.

— Es necesario realizar un correcto asesoramiento ge-
nético pre-test que permita al paciente entender las
posibles consecuencias del estudio, para que deci-
da libremente si desea que se realice dicho analisis.

— Dado que la clasificacion de variantes es dinami-
ca, se recomienda realizar un seguimiento de los
portadores de VUS, sobre todo de los portadores
de VUS priorizadas.
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RESUMEN

La metabolomica es una de las nuevas “disciplin-6micas” incorporadas
para el estudio fisiopatoldgico de distintas enfermedades. En esta revision
se resaltan las caracteristicas principales que la definen, las metodologias
e instrumentaciéon empleadas para su desarrollo y las principales utilida-
des que proceden de los resultados obtenidos.

La diabetes mellitus tipo 2 es una patologia que se caracteriza por presen-
tar un continuo disglucémico que en fases tempranas se caracteriza por
ser asintomatico. Ademas, se engloba dentro de la definicion de enferme-
dad multifactorial, junto con la patologia cardiovascular y la enfermedad
renal cronica. La medicina personalizada en este tipo de patologias es el
futuro para poder abordar el manejo de los pacientes de manera indivi-
dualizada.

Los resultados obtenidos en distintos estudios nos muestran la metabol6-
mica como la herramienta que nos va a permitir abarcar todas las etapas
que se producen en las distintas patologias: desde la prediccion del ries-
go, hasta, una vez diagnosticadas, la eleccidon de terapias y el seguimiento
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de las mismas, permitiendo ademas personalizar estrategias de preven-
cion y tratamiento de los pacientes afectos, segun sus caracteristicas in-
dividuales.

El aumento de publicaciones basadas en la metabolémica hace interesan-
te difundir las bases, los planteamientos y los recursos que ofrece para
obtener una alternativa a la hora de plantear enfoques de investigacion,
incluso, en ambientes alternativos a los grandes centros de produccion
cientifica.

ABSTRACT

Metabolomics is one of the new “disciplinomics” incorporated for the
pathophysiological study of different diseases. This review highlights the
main characteristics that define it, the methodologies and instrumentation
used for its development and the main utilities that come from the results
obtained.

Type 2 diabetes mellitus is a pathology characterized by presenting a
dysglycemic continuum, which in early stages is characterized by being
asymptomatic. In addition, it is included within the definition of multifac-
torial disease, together with cardiovascular disease and chronic kidney
disease. Personalized medicine in this type of pathology is the future able
to address the management of patients in an individualized way.

The results obtained in different studies show us metabolomics as the tool
that will allow us to cover all the stages that occur in the different patholo-
gies: from the prediction of risk, until, once diagnosed, the choice of thera-
pies and follow-up, allowing also to personalize prevention and treatment
strategies of affected patients, according to their individual characteristics.

The increase in publications based on metabolomics makes it interesting
to disseminate the bases, approaches and resources it offers in order to
obtain an alternative when proposing research approaches, even in envi-
ronments that are alternative to large centers of scientific production.

INTRODUCCION

ajustadas al perfil de cada caso. Para lo cual, la meta-
boldémica se postula como nueva metodologia facilita-

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se puede conside-
rar como uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial, entre otras razones por su elevada pre-
valencia, su alto coste econdmico y el nimero de com-
plicaciones y muertes prematuras que provoca (1,2).
Segun la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) a
finales de la década pasada aproximadamente el 6 % de
la poblacion mundial (425 millones de personas entre
20-79 anos) eran diabéticos, estimando que el nimero
de personas con esta enfermedad llegara a 629 millo-
nes, un incremento del 48 %, en el afno 2045 (3).

Sorprende que a pesar de tratarse de un proceso
muy complejo desde el punto de vista de su patofisio-
logia, su definicion fenotipica sea tan pobre. De la ne-
cesidad de mejores definiciones nosoldgicas da cuenta
la enorme variabilidad interindividual en la evolucion y
respuesta terapéutica.

Es esperable que un abordaje mas individualizado ba-
sado en mecanismos patofisioldgicos y no meramente
clinicos, redunde en mejores resultados consecuencia
de un diagnodstico precoz y medidas farmacologicas

dora de dicho enfoque.

PATOFISIOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS
TIPO 2

El continuo disglucémico

Patofisiolégicamente, el fendmeno inicial que con-
duce a la DM2 es la resistencia a la insulina (Rl) con-
secuencia de defectos en la senalizacion celular de
dicha hormona en ciertos tejidos periféricos (hepatico,
muscular esquelético y adiposo), pudiendo manifes-
tarse con distintos grados. El aumento progresivo de
la Rl promueve la produccion pancreatica de insulina
como mecanismo compensatorio de la tendencia a la
hiperglucemia. Esta hipersecrecion insulinica termina
provocando el fallo generalizado y apoptosis de la cé-
lula B-pancreatica (4) asi como hiperinsulinismo. Todo
ello es consecuencia de la combinacién de una serie
de factores genéticos predisponentes (2,5) sobre los
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que impactan distintos factores ambientales (estilo de
vida occidental, dietas ricas en grasas y sedentarismo)
como desencadenantes del proceso (2,6) en un conti-
nuo progresivo de deterioro del control del metabo-
lismo glucidico que podemos denominar “continuo
disglucémico” cuya fase final es la hiperglucemia fran-
ca como expresion principal, aunque no unica, de la
diabetes mellitus.

Desde un punto de vista clinico, partiendo de la RI,
el espectro fenotipico del continuo disglucémico com-
prende formas previas a la diabetes como son la gluce-
mia alterada en ayunas (GAA) y la tolerancia alterada
a glucosa (TAG), que se engloban en la denominada
prediabetes. Estas entidades reflejan la incapacidad
creciente de la célula B-pancreatica en responder a los
estimulos glucémicos a lo largo de la historia natural
de la progresiéon desde la normoglucemia a la DM2 (6),
y se caracterizan por la ausencia de manifestaciones
que adviertan de su existencia.

La DM2 se caracteriza por un largo periodo temporal
asintomatico de RI, hiperinsulinemia compensadora y
grados variables de elevacién moderada de la glucosa
plasmatica, asociados a un aumento del riesgo cardio-
vascular y a la aparicién de enfermedad vascular, antes
del diagndstico, consecuencia del impacto negativo de
la hormona sobre el endotelio de distintos 6rganos dia-
na, tanto a nivel macro como microvascular (6). Por el
papel central de la insulina a nivel de distintas vias me-
tabdlicas, el hiperinsulinismo induce, en sujetos pre-

dispuestos genéticamente, el desarrollo de obesidad,
dislipemia e hipertension arterial, reconocidos factores
de riesgo cardiovascular. A la asociaciéon observada en-
tre riesgo vascular y Rl se le denomina sindrome me-
tabolico (SM) (6). La expresion paucisintomatica de la
DM2 expone al paciente a un riesgo cardiometabdlico
incrementado que provoca daho a nivel del corazon,
los vasos sanguineos, los rifones, los ojos y el siste-
ma nervioso periférico tras décadas de esta exposicion
(78).

Como se observa en la figura 1, son varios los me-
canismos fisiopatologicos en los que se apoya el
concepto de “continuo disglucémico” a través del es-
pectro glucemia alterada y enfermedad cardiovascular
(ECV) (6).

La aparicion de ECV en sujetos con Rl no tratada y
aquellos con DM2, es un proceso progresivo cuyos
cambios ocurren en un periodo de 20-30 ahos y se pro-
ducen en paralelo a una serie de anomalias molecu-
lares en las que el incremento progresivo de la Rl y el
hiperinsulinismo compensatorio asociado son crucia-
les (6).

Factores genéticos y metabolicos implicados
en la diabetes mellitus tipo 2

Aunque existen marcadores genéticos que se han
asociado al desarrollo de DM2, en la mayoria de casos

_ Glucemia (i25)

Posprandial

(mg/dL) —
(110
i )
Funcionalidad B-pancredtica (%)
SIN

AI.TERACIai: <€

PREDIABETES

INICIO

DIAGNOSTICO

Resistencia insulinica
(hiperinsulinismo)

Figura 1 - Continuo disglucémico y ECV. La flecha indica la evolucion desde el estado de normoglucemia al estado de DM2, en para-
lelo con alteraciones en la glucemia y las distintas implicaciones que conlleva dicho proceso (6).

[Rev Med Lab 2021:2(1):30-40]



La metaboldmica como herramienta hacia la medicina
personalizada en diabetes mellitus tipo 2
la herencia es poligénica, lo que dificulta la obtencién
de marcadores genéticos de riesgo (2). La Genome S&EZS'DAD
Wide ASSO(?Iai'IOI? -(GWAS) ha realizado un catalogo RESISTENCIA INSULINA
con los loci genéticos relacionados con el desarrollo ADIPOCITOS

de DM2 en el que se incluyen méas de 100 variantes,
sin embargo, estas variantes genéticas solo explican
una fraccion inesperadamente pequena (< 15 %) de la
herencia estimada (9). Como otros marcadores genéti-
cos de riesgo se han identificado alrededor de 60 SNPs
(single nucleotide polymorphism) (10-12), muchos de
ellos relacionados con la biologia de las células B-pan-
creaticas y patologias asociadas como la obesidad (13),
lo que refrenda la estrecha relaciéon patofisiolégica en-
tre los distintos componentes constitutivos del sindro-
me metabdlico (14).

Estudios realizados con sistemas de integracion de
datos moleculares especificos de tejido han revelado
algunos procesos y mecanismos que relacionan tejido
y enfermedad, como la fosforilacion oxidativa en higa-
do y tejido adiposo, la oxidacién de acidos grasos, la
senalizacion de los PPAR (peroxisome proliferator-acti-
vated receptors) y la diferenciacion de células adiposas
en RI, DM2 y obesidad, y el ciclo de regulacién celular
especifico de islote pancreatico en DM2 (15). Las rutas
metabolicas que se encuentran afectadas por la insu-
lina coinciden con algunas de las descritas anterior-
mente, siendo las méas conocidas el metabolismo de
la glucosa, el de los aminoacidos, el de los lipidos y el
ciclo de Krebs (16). En esta linea, se han identificado
varios sistemas claves en el control de las enzimas que
modulan la homeostasis energética celular, cuya alte-
racion podria verse implicada en la génesis de la DM2:
la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK), los
PPAR, la leptina y la adiponectina. Sistemas cuyo com-
portamiento responde a factores ambientales, ademas
de genéticos (17).

La AMPK es un sensor del estado nutricional y me-
tabolico de la célula relacionado con la estimulacion
de la oxidaciéon de los acidos grasos al fosforilar a la
acetil-CoA carboxilasa (ACC), lo cual intensifica la oxi-
dacion de acidos grasos en la mitocondria (17,18). Las
hormonas secretadas por el tejido adiposo, leptina y
adiponectina activan la AMPK tanto en el tejido adipo-
so como en los tejidos periféricos, incluyendo el mus-
culo esquelético e higado, aumentando el consumo
de energia. A su vez, la activacion de la AMPK inicia la
activacion de los PPAR-y, que promueven la expresion
de enzimas que participan en la oxidacion de acidos
grasos (17) (Fig. 2).

Los PPAR-y pertenecen a una amplia familia de re-
ceptores nucleares que actlian como activadores de la
transcripcién y se expresan principalmente en el tejido
adiposo, habiéndose descrito un polimorfismo del gen
de PPAR-y que confiere resistencia a desarrollar DM2.
De forma coherente, los portadores de este polimorfis-
mo presentan niveles elevados de adiponectina, mien-
tras que los no portadores, presentan niveles bajos (17),
objetivandose niveles bajos en sujetos obesos, con R,
DM2 o dislipemia. La expresion de la adiponectina se

| DISLIPEMIA
LEPTINA ADIPONECTINA
PPAR-y <—— AMPK

EXPRESIONJ/GF:NICA l

ACC ———> ACC?
ENZIMAS OXIDACION AG T ACETIL-CoA —\L—) MALONIL-CoA \L

|
!

B-OXIDACION

SENSIBILIDAD A
INSULINA

&=

HIGADO Y MUSCULO ESQUELETICO

Figura 2 — Estimulacion de AMPK a través de adiponectina y lep-
tina. Tras la activacion de AMPK se activa PPAR y se fosforila
ACC (ACC?) quedando inactiva. Esto provoca un aumento de
la B-oxidacion de acidos grasos y una serie de reacciones en
higado y musculo que favorecen la sensibilidad a la insulina,
evitando el desarrollo de DM2 (PPAR: receptor de activacion de
factores de proliferacion peroxisomal, AMPK: proteina cinasa
dependiente de AMP; ACC: acetil-CoA carboxilasa).

incrementa por los agonistas de los PPAR, mientras
que el TNF-a y la interleucina 6 la inhiben (17) (Fig. 2).

Asimismo, se ha relacionado el gen de la leptina con
el desarrollo posterior de obesidad y DM2. La leptina
es sintetizada principalmente por el tejido adiposo y
su sobreexpresion reduce la expresion de ACC, en-
zima clave en la sintesis de acidos grasos. La leptina
también puede inhibir la lipogénesis en higado, islotes
pancreaticos y en tejido adiposo y estimular la oxida-
cion de acidos grasos. Este mecanismo involucra la es-
timulacién directa de la AMPK, la cual, al fosforilarse,
inhibe a la ACC (17) (Fig. 2).

En el complejo esquema de relaciones que ilustra la
figura 2, es evidente que el punto de regulacion de la
sintesis y la oxidacion de acidos grasos en los adipoci-
tos representa un punto estratégico en la patofisiologia
de desordenes metabdlicos relacionados a través de
distintas vias como la obesidad, la diabetes y el sindro-
me metabdlico (SM) (17).

Por otro lado, la hiperglucemia y la DM2 estan directa-
mente relacionadas con la produccion elevada de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) y bajos niveles de ATP, lo
que genera un cambio en el estado redox y la homeos-
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tasis celular, desencadenando disfunciéon mitocondrial
(18) que a su vez contribuye al desarrollo de Rl depen-
diente de la edad (6). La biogénesis de las mitocondrias
contribuye a regular el balance energético, y se cree que
una mayor produccion de ROS por la cadena de trans-
porte de electrones, en condiciones de hiperglucemia,
exacerba la alteracion de las vias metabodlicas, lo que
conduce a complicaciones microvasculares (nefropatia,
retinopatia y neuropatia) y complicaciones macrovascu-
lares (ictus e isquemia de miocardio), incluso después
de que se normalice la concentracion de glucosa (6,18).
Segun el grupo deYou y cols., la hormesis mitocondrial
en la DM2 implica una reduccion de la produccion de
ROS y una reduccion de la sintesis de ATP en diferen-
tes tejidos en respuesta a niveles altos de glucosa (19).
Este efecto puede activar sirtuina 1/3 (SIRT1/3), AMPK
y PGC-1a (coactivador 1o de PPAR-y), restaurando asi
la funcidon mitocondrial y aumentando la sensibilidad a
la insulina en las células B3, el higado y el musculo, lo
que, a su vez, evita complicaciones vasculares (18). En
situaciones de estrés metabolico y oxidativo, debido a
que las células B carecen de ciertas enzimas antioxidan-
tes que eliminan las ROS, el aumento de su produccion
promueve su disfuncion y apoptosis (13).

HETEROGENEIDAD FENOTIPICAY NECESIDAD
DE MEJORES MARCADORES EN DIABETES
MELLITUS TIPO 2

Existe una gran variabilidad genotipica y fenotipica
en los individuos que desarrollan DM2. La heteroge-
neidad interindividual y variabilidad entre genoma y
fenotipo es consecuencia de complejas variantes de
interaccion entre los multiples sistemas bioldgicos im-
plicados en la génesis de la disglucemia. Contrasta con
esta heterogeneidad molecular interindividual la po-
breza definitoria del fenotipo que actualmente denomi-
namos DM2, basada en un solo rasgo fenotipico como
es la glucemia y una absoluta ausencia de marcadores
individuales de evolucion o de respuesta terapéutica,
por lo que las medidas terapéuticas suelen ser genera-
lizadas a todos los diabéticos, siendo la respuesta a las
mismas muy diversa y poco predecible.

El conocimiento de vias moleculares implicadas en la
génesis de la DM2 abre un gran abanico de actuacion,
dirigida en funcion de la situacion en la que se encuen-
tre el paciente a lo largo del continuo disglucémico e in-
cluso segun el mecanismo patofisoldgico predominante
en cada individuo, contemplando potenciales respues-
tas individuales a cambios en el estilo de vida (20) hasta
el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en los
distintos mecanismos involucrados en la DM2 y en las
patologias subyacentes, como podria ser la inhibicion
de enzimas clave involucradas en el dafo vascular in-
ducido por hiperglucemia o la activacién de vias de se-
nalizacion que mejoren la sensibilidad a la insulina (6).

En este conjunto de patologias multifactoriales nos
encontramos con la necesidad de nuevos marcadores
moleculares que mejoren nuestra capacidad de mane-
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jar de una forma realmente individualizada patologias
tan heterogéneas en su expresiéon fenotipica como es
la DM2. Ello permitiria para cada individuo en riesgo
un diagndstico precoz basado en el momento evolutivo
patofisioldgico de cada uno, facilitando al mismo tiem-
po establecer dianas terapéuticas individualizadas. Es
lo que en la actualidad se viene llamando “Medicina
personalizada’ y donde el desarrollo de las disciplinas
“-6micas” tiene un gran potencial como indicadores
para el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas
en los mecanismos involucrados en el desarrollo de la
disglucemia de un individuo concreto. Dentro de estas
nuevas estrategias se enmarca la metabolémica.

METABOLOMICA
Fundamentos de la metabolomica

La metaboldmica es la disciplina cientifica, dentro de
las “dmicas’ encargada de estudiar los metabolitos, pe-
quenas moléculas organicas (< 1500 Da) que intervienen
en los diferentes procesos celulares y que nos revelan
como estd funcionando el metabolismo, desde una cé-
lula hasta un ser vivo. El conjunto de estos metabolitos
es denominado metaboloma (21,22). Se estima que hay
mas de 2.000 metabolitos diferentes que son sinteti-
zados de forma endogena ademas de los metabolitos
exdégenos, incorporados en la dieta junto con los produ-
cidos por la flora intestinal (23). The Serum Metabolome
es una base de datos gratuita que contiene informacion
detallada sobre los 4651 metabolitos descritos en el sue-
ro humano hasta la fecha, integrada en la plataforma
Human Metabolome Database (HMDB), donde también
podemos encontrar los metabolitos presentes en otros
muestras bioldgicas como pueden ser la orina, la saliva
el liquido cefalorraquideo (LCR), el sudory las heces (22).

La metaboldémica permite estudiar los perfiles meta-
bolicos en muestras bioldgicas con la finalidad de des-
cubrir en poblaciones con enfermedades o factores de
riesgo, biomarcadores mas sensibles y especificos que
los actualmente disponibles (21,24). Los procesos regu-
ladores en el ADN afectan a la expresion de moléculas
de procesos posteriores, como los ARN, las proteinas y
los metabolitos. Los efectos de los diferentes elemen-
tos reguladores son aditivos. La biologia de sistemas
intenta analizar las interacciones entre las diferentes en-
tidades moleculares para ofrecer una vision holistica de
los procesos bioldgicos y las alteraciones patologicas
que se producen en la enfermedad (23). Por esto, a di-
ferencia del genoma, el proteoma y el metaboloma son
dindmicos y estan mucho mas préximos a la expresion
fenotipica final de la enfermedad, lo que conceptual-
mente los dotaria de mayor especificidad (23) (Fig. 3).

El metaboloma integra la informacion bioldgica del
genoma, el transcriptoma, el proteoma y las reacciones
enzimaticas generales de un individuo, lo que permite
la deteccion de cambios fisiologicos o patologicos a
corto y largo plazo que conducen a la enfermedad (25).
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Figura 3 - Biologia de sistemas.

Aspectos metodoldgicos

Las técnicas metabolémicas nos permiten medir si-
multaneamente un gran nimero de metabolitos en un
unico proceso, lo que permite acceder a la deteccion de
un numero elevado de biomoléculas simultaneamente,
de manera cualitativa o cuantitativa, y ademas, poder
conjugar la informacién que ofrecen todas ellas para-
lelamente en un mismo entorno, ya sea fisioldégico o
patolégico. El manejo de esa informacion facilita la ela-
boracion de algoritmos multiparamétricos que ayudan
a evaluar riesgos o establecer prondsticos, permitiendo
individualizar la actuacion sobre cada proceso al situar
a cada paciente dentro de grupos clinicos mas preci-
sos que los meramente basados en fenotipos clinicos
(23). Estas herramientas también permiten un analisis
de datos que proporciona correlaciones a través del
metabolismo, demostrando la alta interconectividad y
complejidad de las vias metabolicas (26).

Respecto de otras metodologias “clasicas’ la ventaja
de la metaboléomica es que puede utilizarse para com-
paraciones de muestras clinicas no sujetas a ninguna
hipétesis, lo cual ha sido posible gracias a las mejoras
alcanzadas en la sensibilidad y la exactitud de los espec-
trometros de masas, al desarrollo de mejores técnicas
de separacion, junto con nuevos métodos de marcado
y la disponibilidad de bases de datos para comparar y
analizar series de datos de creciente complejidad (23).

Contamos con tres técnicas para obtener los patrones
metabolomicos a partir de muestras como: biofluidos,
biopsias y tejidos (27). La espectroscopia basada en la
resonancia magnética de protén (H-NMR), que puede
detectar, en principio, cualquier sustancia organica por
la caracteristica de poseer protones. La cromatografia
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de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-
MS), mediante la cual metabolitos que previamente han
sido vaporizados y separados a través de una columna
dependiendo del tiempo de vaporizacion (CG), poste-
riormente son ionizados, acelerados y, finalmente, iden-
tificados espectrométricamente segun su relacion masa/
carga (m/q). Finalmente, la cromatografia liquida acopla-
da a la espectrometria de masas (LC-MS), que difiere de
la anterior en que los metabolitos se separan de acuerdo
a su solubilidad con respecto a la fase moévil liquida y
en contra de la fase estacionaria, de distinta polaridad
que la fase liquida, que se encuentra en el interior de la
columna cromatografica (24,26,28). Estas técnicas son
particularmente apropiadas en patologias como DM2,
obesidad y desordenes relacionados con las mismas, ya
que son en su conjunto trastornos poligénicos (26).

En cuanto a las principales diferencias que podemos
encontrar entre las distintas técnicas, las mas signi-
ficativas son las encontradas entre H-NMR y MS, ya
que sendos métodos son de deteccion. En la tabla | se
muestran las principales diferencias entre ambas me-
todologias (27).

METABOLOMICA EN LA DIABETES MELLITUS
TIPO 2

Marcadores metabolomicos de desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2

Se han relacionado distintas rutas metabdlicas que
pronostican el desarrollo de DM2, como son las rutas
implicadas en el estrés oxidativo, regulacion de lipidos
o inflamacion. Se ha demostrado que existe una reduc-
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Tabla I.

Tabla comparativa de la resonancia

magnética nuclear de protén (H-NIMVIR)
y la espectroscopia de masas (MS ) (27)

H-RMIN MS
Sensibilidad Menor (nanomolar) Mayor (picomolar)
Reproducibilidad Elevada Moderada
Degradacion ,
Si
de la muestra
Accesibilidad — | icioiy Dificil

a la tecnologia

Identificacion

de metabolitos Bien categorizada Compleja

Modificacion de la original.

cién de la actividad de los sistemas antioxidantes en
suero de sujetos con DM2, como glutation, vitamina
C o vitamina E, entre otros. En cuanto a los marcado-
res lipidicos se ha demostrado que el aumento de la
adiponectina, proteina reguladora del metabolismo de
glucosay lipidos y potenciadora de la accién de la insu-
lina a nivel hepatico, se relaciona con una disminucién
de la incidencia de DM2, mientras que su disminucion
se asocia con aumento de obesidad. Por ultimo, en
cuanto a marcadores inflamatorios, niveles elevados
de IL-18 en suero, estan relacionados con un aumento
en el riesgo de padecer DM2, independientemente del
estado inflamatorio general (29).

En un estudio realizado por Gall y cols. (30), se utilizé
un enfoque metabolémico no dirigido para identificar
los metabolitos plasmaticos asociados con el desarrollo
de Rl y/o intolerancia a la glucosa. Los dos metabolitos

mejor asociados fueron un acido organico, el a-hidroxi-
butirato (a-HB) y un fosfolipido, el 1-linoleoil-glicerofos-
focolina (L-GPC) (30). También el grupo de Ferrannini y
cols. (31) propuso los niveles de a-HB y L-GPC en ayunas
como nuevos biomarcadores para ayudar a predecir la
disglucemia y la DM2 (31). Estos perfiles metabdlicos
no dirigidos representan una nueva herramienta que
permite el estudio exhaustivo del metabolismo y de las
redes metabolicas para obtener informacion sobre el
fenotipo e identificar nuevos biomarcadores (32).

En dos estudios acerca de la prediccion de desarrollar
DM2 realizados por los grupos de Wang y cols. (33)y Mc-
Killop y cols. (29), se demuestra la relevancia que tiene el
metabolismo de los aminoacidos al principio de la pato-
génesis de la DM2 y sugiere que ciertos perfiles de ami-
noéacidos, como es el caso de isoleucina, leucina, valina,
tirosina y fenilalanina, se relacionan con el riesgo de de-
sarrollar la enfermedad (29,33). Hallazgo confirmado por
multiples estudios posteriores que relacionan niveles
elevados de aminoacidos ramificados (BrAA) y aromati-
cos (ArAA) con individuos que presentan resistencia a la
insulina (RIl), obesidad y DM2, ademas de estar relacio-
nados con la prediccion de la progresion de la DM2 (32).

Otros dos grupos de investigacion realizaron una re-
vision sistematica para identificar los posibles metabo-
litos que permitan relacionar DM1 y/o DM2 (34), como
es el caso del grupo de Borros y cols. y para identifi-
car los posibles metabolitos que permitan predecir el
estado de prediabetes y la DM2 (35), como es el caso
del grupo de Guash-Ferré y cols. En sendos estudios
se describen distintos compuestos bioquimicos agru-
pados dentro de aminoacidos, acidos organicos y acil-
carnitinas, acidos grasos, lipidos, hidratos de carbono
y cuerpos ceténicos, los cuales ofrecen una vision de
como se comportan los distintos metabolitos dentro de
la patologia diabética (34,35). En la tabla Il se agrupan
los distintos metabolitos, a los que hacen referencia las

Tabla II.

Metabolitos relacionados con DM2, prediabetes y DM1

Metabolitos DM1

DM2 Prediabetes

t Aa aromaticos (tirosina
y fenilalanina) (34)

t Aa aromaticos (tirosina
y fenilalanina) (29,33,35)

T Aa aromaticos (tirosina
y fenilalanina) (29,33,35)

t Aa de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina)
(34)

T Aa de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina)
(29,33-35)

T Aa de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina)
(29,33,35)

Aminoacidos

T Ratio glutamato/ glutamina
(34,35)

1 Glicina (35)

T Arginina, citrulina y ornitina
(34,35)

T Arginina, citrulina y ornitina
(35)

Acidos grasos . o -
9 T Ac. palmitico, ac. estearico

y ac. miristico (34)

1 Ac. dodecanoico (34),
ac. palmitico, ac. estearico,
ac. miristico (35)

1 Ac. palmitico, 4c. estearico
y &c. miristico (35)
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Tabla Il (Cont.)

Metabolitos relacionados con DM2, prediabetes y DM 1

T Esfingomielina
y glicerofosfolipidos (34)
1 Esfingomielina

1 Esfingomielina

y glicerofosfolipidos (35)

T 1-linoleiol-glicerofosfocolina

LIRS y glicerofosfolipidos (34)

T Fosfatidilcolina (35)

(30,31)

1 1-linoleiol-glicerofosfocolina
(30,31)
1 Alquilfosfatidilcolina (35)

Cuerpos cetonicos

1 B-OH-butirato, 3-OH-butirato
(35) y a-OH-butirato (30,31)

T B-OH-butirato, 3-OH-butirato
(34) y o-OH-butirato (30,31)

Alcoholes

1 1,5 anhidroglucitol (34,35)

Hidratos de carbono

T Glucosa, dihexosa, manosa,
arabinosa y fructosa (34,35)

T Glucosa, dihexosa, manosa,
arabinosa y fructosa (35)

11 Acilcarnitinas (C2, C3, C6, C8
y C10) (35)

T Acilcarnitinas (C2 ) (35)

Acidos organicos
y acilcarnitinas

1 Ac. acético, dimetil ester
y ac. maleico (34,35)

1 Ac. acético, dimetil ester
y ac. maleico (35)

1 Propionilcarnitina (35)

revisiones y los estudios mencionados, dentro de cada
uno de los posibles estados de la DM y como se ven
implicados en cada uno de ellos.

En la figura 4 se puede observar las relaciones de los
metabolitos plasmaticos citados en los estudios y revi-
siones anteriores con respecto al desarrollo, la progre-
sion y el riesgo de desarrollar prediabetes y DM2. Se
pueden englobar a los metabolitos a-hidroxibutirato,
B-hidroxibutiratoy 1-linoleoil-glicerofosfocolina (L-GPC)
como posibles predictores de prediabetes, aparecien-
do antes de que se dé la resistencia a la insulina (Rl) y
la tolerancia alterada a la glucosa (TAG) (30,31). El es-
tado disglucémico de prediabetes ya presenta niveles
elevados de aminoacidos de cadena ramificada (BrAA),
aminoacidos aromaticos (ArAA) (29,33) y de la relacion
glutamato/glutamina (Glu/GlIn) (34,35). Previa a la ins-
tauracién del estado disglucémido de DM2, también au-
mentan los niveles de BrAA, ArAA y B-hidroxibutirato y
la relacion Glu/Gln (29,33-35), donde ademas se ha ob-
servado una relacion entre el aumento de BrAA, ArAA
y la Rl (32). Una vez instaurada la DM2, se produce un
mayor aumento de los metabolitos descritos.

Marcadores metabolomicos de respuesta
farmacoldgica

El manejo de la DM2 es complejo y sus complicacio-
nes siguen siendo una gran carga para los pacientes
y para la sociedad en general. Las tasas de respuesta
incompleta a la terapia y la disminucion de la duracién
de la respuesta con el tiempo, en la mayoria de los

| [y
< g
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Figura 4 - Metabolitos implicados en el desarrollo, la progresion
y el riesgo de la DM2. Los metabolitos a-hidroxibutirato, [3-hi-
droxibutirato y 1-linoleoil-glicerofosfocolina (L-GPC) son predic-
tores de la prediabetes, apareciendo antes de que se dé la resis-
tencia a la insulina (Rl) y la tolerancia alterada a la glucosa (TAG)
(30,31). El estado de prediabetes ya presenta niveles elevados
de aminoéacidos de cadena ramificada (BrAA), aminoacidos aro-
maticos (ArAA) (29,33) y la relacion glutamato / glutamina (Glu/
GIn) y antes del inicio de la DM2, también aumentan los niveles
de BrAA, ArAA y B-hidroxibutirato y la relacion Glu/GIn. En la
DM?2 instaurada, se produce un mayor aumento de los metabo-
litos descritos (29,33-35).
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farmacos antidiabéticos, enfatizan la necesidad de in-
tervenciones personalizadas para mantener un control
glucémico adecuado y mantenido en el tiempo (36). Fe-
nomeno significativo en la DM2 es ademas la pérdida
generalizada de respuesta terapéutica a los farmacos
en el tiempo, que exhibe perfil dependiente de la fa-
milia terapéutica considerada y de cada paciente. Se
piensa que la respuesta variable e incompleta al tra-
tamiento es debida, entre otros, a variaciones genéti-
cas que afectan el metabolismo del medicamento. En
algunos casos estas variaciones pueden implicar una
mayor eficacia al tratamiento, como los pacientes que
tienen variantes en el gen que codifica el citocromo
P450 2C9 y que tienen un aclaramiento de sulfonilureas
disminuido, o como los portadores de ciertas varian-
tes en PPAR-y, que regula el almacenamiento de acidos
grasos y el metabolismo de la glucosa, que muestran
mayores disminuciones en los niveles de glucosa en
sangre y HbA1c, en respuesta a rosiglitazona y piogli-
tazona, que los no portadores (12).

En el estudio realizado por el grupo de den Ouden
y cols. se observaron los cambios producidos en los
metabolitos plasmaticos de pacientes con DM2, con
una hemoglobina glicosilada (HbA1c) > 6,5 %, durante
5 anos de tratamiento con metformina y/o sulfonilureas.
Son varios los metabolitos detectados en este estudio,
pero los mas significativos para definir a la metformina
como mejor tratamiento en base a la disminucion de la
HbA1c en estos pacientes fueron la elevacién del 4cido
3-OH-butanoico y la disminucion de la 2-OH-piperidina
y la 4-oxoprolina. Estos metabolitos también se vieron
afectados de la misma manera en el tratamiento com-
binado con metformina y sulfonilureas, mientras que
el 1,5 anhidroglucitol se vio significativamente elevado
en el tratamiento combinado (36). Estudios con distin-
tos hipoglucemiantes orales nos llevan a pensar que
la metaboldmica puede ser utilizada como herramienta
para identificar potenciales biomarcadores predictores
de la respuesta a tratamientos antidiabéticos (36,37).

Predictores metabolomicos de complicaciones
crénicas

Segun la American Diabetes Association (ADA), la
DM2 se considera una ECV de origen metabdlico ya
que mas del 80 % de la morbimortalidad de los dia-
béticos es de tipo cardiovascular, mientras que menos
del 1 % de la mortalidad es atribuible a trastornos de-
rivados del descontrol metabdlico (38), de ahi la espe-
cial relevancia de contar con marcadores de riesgo de
desarrollo de complicaciones individualizables, siendo
de marcado interés la deteccion de predictores de en-
fermedad renal y su evolucion.

En esta linea, Liu y cols. (39) compararon muestras
de plasma de 15 controles sanos, 13 pacientes con
enfermedad coronaria (EC), 15 pacientes con DM2 y
28 pacientes con DM2 y EC. Se identificaron 11 y 12 me-
tabolitos representativos de EC y DM2 respectivamen-
te, que incluyeron principalmente alanina, arginina,

[Rev Med Lab 2021:2(1):30-40]

prolina, glutamina, creatinina y acetato. Los resultados
demostraron que con el enfoque metabolémico basa-
do en la H-NMR se obtenia un buen rendimiento para
identificar biomarcadores diagndsticos en plasma y
que la mayoria de los metabolitos identificados rela-
cionados con la DM2 y la EC podrian considerarse fac-
tores predictivos de EC, asi como dianas terapéuticas
para la prevencion (39) (Fig. 5).

En otro estudio se recurrid a la investigacion del me-
taboloma para evaluar la progresion de enfermedad re-
nal crénica (ERC). Rhee y cols. (40) elaboraron perfiles
metaboldmicos en plasma de 400 pacientes con disfun-
cion renal en un estudio de casos (n = 200) y controles
(n = 200). Los casos correspondian a sujetos con una
rapida progresion de su enfermedad renal, elegidos al
azar entre individuos con deterioro de la funcion renal
progresivo definido como pérdida de TFGe de 3 mL/
min/1,73 m?/ano o mayor. Los controles correspondian
a poblaciéon con disfuncién renal estable en el tiempo
definida como aquella con descenso de TFGe inferior
a 3 mL/min/1,73 m%ano. Aproximadamente el 50 % de
los casos y controles eran diabéticos. Nuevamente se
vio que los aminoacidos arginina, metionina y treonina
eran indicadores de mal pronéstico de la funcién renal,
encontrandose disminuidos en los pacientes control
(40). Son varios los estudios sobre pacientes con distin-
tas patologias renales donde se llega a la conclusién de
que la metaboldmica es una ciencia prometedora para
su diagndstico temprano, aumentando las posibilida-
des de la eleccidon de una terapia adecuada, ademas de
permitir la identificacion de nuevas rutas metabdlicas
las cuales pueden estar dirigidas especificamente a la
patologia renal (41).

CONCLUSIONES

En patologias como la DM2, la enfermedad renal cré-
nica o la enfermedad cardiovascular, con un complejo
conjunto de interacciones entre factores ambientales y
genética, y en las que se observan multiples cambios
en los perfiles bioquimicos del organismo, la metabo-
Idmica nos da la posibilidad de encontrar potenciales
marcadores para el diagnostico y la eleccion de sus
terapias de forma individualizada (29,42). También, a
nivel epidemiolégico podria servir para la deteccién de
grupos de poblacién normoglucémica pero con riesgo
de desarrollar DM2.

Una de las principales carencias de evidencia en el
manejo de la DM consiste en la estratificacion del ries-
go cardiovascular. Los calculos de riesgo disponibles
siguen siendo deficientes en varios niveles, mientras
que faltan biomarcadores fiables y rentables. Por lo tan-
to, el descubrimiento de nuevos biomarcadores es un
desafio importante en esta area (43). Por este motivo,
el desarrollo de la medicina personalizada va a permitir
evaluar los riesgos médicos, monitorizar, diagnosticar
y tratar a los pacientes de acuerdo con su composicién
genética especifica y su fenotipo molecular (44).
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Figura 5 - Rutas metabdlicas alteradas y detectadas por el anélisis de H-NMR donde se muestra la relacion existente entre los me-
tabolitos de las rutas metabdlicas identificadas y riesgo de desarrollo de EC en la DM2. Los metabolitos en amarillo corresponden
a los que se ven disminuidos mientras que los metabolitos en verde corresponde a los que se ven aumentados. Las flechas en rojo

representan la direccion de la reaccion (39).

La metabolémica, a nivel clinico y epidemioldgico,
proporciona una oportunidad Unica para poder ob-
servar de una forma mas global las relaciones entre
el genotipo y el fenotipo, asi como las respuestas de
un organismo en relacion con los factores ambien-
tales. Fundamentalmente, proporciona informacion
sobre los factores que influyen en las enfermedades,
permitiendo entender su patogénesis, obtener un diag-
nostico temprano, una terapia adecuada y la monito-
rizacion de la misma (29). Ademas, permite acceder a
la elaboracion y perfeccionamiento de estos perfiles y,
aunque hasta ahora su uso no ha conseguido una me-
jora sustancial en la evaluacién del riesgo de padecer
DM2, ya que se necesita un elevado niumero de datos
multiparamétricos para una correcta evaluacion del
riesgo en el caso de una patologia multifactorial, si nos
permite progresar en el conocimiento de la patologia y
realizar nuevos enfoques que puedan llevarnos hasta

nuevos y efectivos biomarcadores de riesgo en un fu-
turo intermedio (45). Seguramente, este analisis de da-
tos multivariantes es la principal limitacién que tienen
los estudios metabolomicos.
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CASO CLIiNICO

Se presenta el caso de un varon de 32 meses de
edad remitido desde atencién primaria a la consulta
de neuropediatria de nuestro hospital por presentar
un cuadro de retraso madurativo y trastorno generali-
zado del desarrollo. Duerme de forma inquieta y tiene
dificultades en seguir las rutinas de clase. Ademas le
cuesta centrarse y mantener la atencion y no sigue las
instrucciones dadas al grupo, teniendo que hablarle in-
dividualmente. En los ultimos meses ha mejorado el
habla linglistica y estda mas comunicativo pero con di-
ficultades en la interaccion social.

Respecto a sus antecedentes personales, es hijo Unico
de padres sanos no consanguineos sin historial clinico
relevante. El embarazo fue normal con parto eutécico
pretérmino (36 + 5). El test APGAR (aspecto, pulso, irri-
tabilidad (en inglés "Grimace”), actividad, respiracién),
utilizado para evaluar la salud del bebé, fue de 9/10. Su
peso fue de 3 kg, su talla de 47,5 cm y el perimetro ce-
falico de 34 cm (percentil 35). El grupo sanguineo fue O
Rh+. En su exploracion fisica destacé una pobre comu-

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningtn conflicto de interés.

nicacion, una leve hipotonia y estereotipias. Ademas
presentaba alteraciones faciales con braquicefalia, en-
dotropia, nariz bulbosa, fisuras palpebrales hacia abajo
y orejas grandes. En la auscultacion se observo buena
ventilacion bilateral sin dificultad respiratoria. El abdo-
men se encontraba blando y depresible y sin megalias.
No se observaron estigmas neurocutaneos en la piel y
la otoscopia, y exploracion genitourinaria y osteoarti-
cular estaban dentro de la normalidad.

Dados los antecedentes del paciente, se le realizan
exploraciones complementarias tales como EEG y
RMN vy cribado del X-fragil, sin hallazgos de interés.
Posteriormente, desde la consulta de neuropediatria se
solicita al laboratorio un cariotipo convencional con el
siguiente resultado:

Cariotipo convencional en sangre periférica:
46,XY,del(8)(p?). Norma ISCN (Internacional System
for human Cytogenomics Nomenclature) 2016.

En las 20 metafases estudiadas y con la resolucion
alcanzada se observa un cromosoma 8 con posible pér-
dida de material cromosémico en el brazo corto (Fig. 1).
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Figura 1 - Cariotipo constitucional en sangre periférica con dele-
cion interticial en un cromosomas 8. La flecha indica el punto de
ruptura en el cromosoma de la delecion.

Después de este informe, el laboratorio clinico y neu-
ropediatria consensuaron cual podria ser la técnica
mas recomendable en este caso para un diagnostico
definitivo. Con el objeto de descartar que una regién
del brazo corto del cromosoma 8 pudiese estar trans-
locada en otro cromosoma y dicha traslocacion fuese
criptica en el cariotipo,se solicitd el estudio genético:

FISH (hibridacién fluorescente in situ) subtelomérica
8p en sangre periférica, resultando:
ish subtel(8p,8q)x2[30] Norma ISCN 2016 (Centro
Inmunoldgico de Alicante)

Mediante la utilizacién de 3 sondas: 1.TelVysion 8p G;
2.TelVysion 8q O; y 3. Control: TelVysion 17p G/O//CEP
17 Aq, se demuestra la colocalizacion de los telomeros
8p y 89g en el mismo cromosoma en las 30 metafases
estudiadas,descartdandose posible traslocacién criptica
no detectable por citogenética convencional.

Para confirmar o descartar la sospecha de delecién
intersticial en 8p tras recomendacion del laboratorio y
considerando la idoneidad del estudio, el neuropedia-
tra solicitd: aCGH (Array Hibridacién Genémica Compa-
rada) de 750 k cuyo resultado fue: delecion intersticial
en heterocigosis de 3,8 Mb en citobanda 8p23.1, coor-
denadas genomicas: chr8:8,093065-11935.465 en la re-
gion cuya pérdida se encuentra asociada al sindrome
de microdelecion 8p23.1 (sistemas gendmicos) (Fig. 2).

La alteracion molecular detectada se interpreta como
patogénica segun la clasificacion CNV (variacion en el
numero de copias) y es compatible con el cuadro cli-
nico del paciente. Se confirma pues la sospecha cito-
genética que permite explicar el fenotipo referido del
paciente y establecer el diagndstico de SD (sindrome
de microdelecion) 8p23.1.

Tras realizacion de cariotipos a los padres que resul-
taron normales, se determin6 que se trataba de una
delecion de novo no requiriéndose estudios familiares
adicionales.

[Rev Med Lab 2021:2(1):41-44]

DISCUSION

Se considera microdelecién genética a la pérdida
de un fragmento cromosémico menor a 5 millones
de pares de bases (5 Mb) de ADN. Esto puede originar
sindromes en los que se pierden genes contiguos que,
al tener una cantidad incorrecta de material genético,
aumentan el riesgo de padecer retraso del desarrollo,
dificultades de aprendizaje y anomalias congénitas.

En el caso expuesto se presenta un paciente pediatrico
con SD 8p23.1 (1) que presenta una unica microdelecion
intersticial en heterocigosis en 8p23.1. Es decir, uno de
sus dos cromosomas 8 carece de un segmento del bra-
zo corto (p) cuyo punto de ruptura esta en la citobanda
cromosomica 8p23.1. Se trata de un sindrome muy raro
en nuestro entorno debido a deleciones de aproxima-
damente 3,4 Mb que afectan a la region 8p23.1.Seg un
el documento de revision Deleciéon 8p23 de la fundacion
Unique Understanding Chromosome Disorders (2009)
(http:rarechromo.org),la microdeleccion parcial 8p23.1
esta probablemente causada por la recombinacion ho-
mologa no alélila por repeticiones de bajo niumero de
copias. Ademas, se desconoce la prevalencia del SD
8p23.1 siendo un desorden raro con una relacion hom-
bres/mujeres 1:1y cuya delecion generalmente aparece
de forma espontanea (mutacion de novo). Sin embar-
go,existen casos de padres portadores que transmiten
a su descendencia el reordenamiento cromosémico de
forma autosémica dominante. En cualquier caso, su
diagnéstico requiere de asesoramiento genético.

Aunque existen varios casos de SD 8p23.1 descritos
en la literatura, no todos son deleciones parciales in-
tersticiales puras, sino que existen deleciones parcia-
les junto con otra alteracion molecular, duplicaciones o
inversiones, o deleciones terminales (2). Dependiendo
del tipo de delecion encontrada, las caracteristicas pue-
den ser diferentes. De modo que la delecion intersticial
de la subbanda 8p23.1 suele asociarse con anomalias
fenotipicas, mientras que la delecién mas distal 8p23-
pter presenta individuos aparentemente normales y la
delecién terminal 8p23.1 se relaciona con una elevada
incidencia de defectos cardiacos. Con todo ello,las ma-
nifestaciones clinicas de la monosomia parcial 8p23.1
son variadas. Normalmente dependen del tamano del
segmento ausente de los genes implicados y las mas
comunes son: trastorno del desarrollo, alteraciones del
comportamiento como falta de concentraciéon e hipe-
ractividad, déficit intelectual leve (a veces inteligencia
normal), anomalias craneofaciales, déficit de creci-
miento postnatal, criptorquidia e hipospadia en varo-
nes y posibles anormalidades cardiacas. Por lo tanto,
es importante conocer las posibles implicaciones cli-
nicas del SD 8p23.1 y su actual diagnostico genético.

La caracterizacion detallada tanto del fenotipo como
del genotipo del SD 8p23.1 puede aportar datos muy
relevantes en el diagnostico y pronodstico de estos pa-
cientes. Asimismo, identificar el tipo y extension de la
microdelecion permite realizar un adecuado consejo
genético y diagnosticar/preveer posibles patologias o
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Figura 2 — Array-CGH en sangre periférica con alteracion genética detectada en el cromosoma 8 (protocolo de Applied Biosystems®
paraArray CytoScan® 750K). Resultados del array-CGH: se observa dentro del recuadro la relacion de CNV encontradas en la muestra,
los genes contenidos en la region estudiada y en negrita los genes asociados a enfermedad en OMIM?*,

Definiciones: Pérdida: disminucion del n.° de copias de la region indicada respecto a la referencia utilizada. CNV (variacion en el
numero de copias): segmento de ADN igual o mayor de 1 kb cuyo numero de copias es variable comparandolo con un genoma de
referencia. Clasificacion CNV: variante patogénica: CNV previamente descrita en la literatura como patogénica, asociada a un fenoti-
po clinico definido, o CNV visibles a nivel citogenético. ISCN: Internacional System for human Cytogenomics Nomenclature. *OMIM

(Online Mendenlian Inheritance in Men): https://omim.org/

complicaciones asociadas. Asi, en los casos mas pa-
tolégicos de este sindrome, es posible una anomalia
cardiaca congénita o hernia diafragmatica (3) si existe
haploinsuficiencia en el gen del corazén GATA-4 proxi-
mal o SOX7, situados en 8p23.1. Ademas, en algunos
casos el SD 8p23.1 puede confundirse clinicamente
con otros como el SD 22q11.2 (4). Ambos pueden te-
ner trastornos del comportamiento, pero mientras que
el SD 8p23.1 puede ser mas leve y con desarrollo in-
telectual normal, el SD 22q11.2 se relaciona mas con
alteraciones psiquiatricas, siendo mas grave. Por ello
es importante un diagnostico temprano y diferencial
que conlleve el establecimiento de una rehabilitacion
precoz y un tratamiento adecuado, segun las caracte-
risticas clinicas de cada entidad.

Es importante resaltar la importancia de la aportacion
del analista en el conocimiento y recomendacion de las
técnicas genéticas mas oportunas para cada caso. La
colaboraciéon entre el laboratorio y servicio de pedia-

tria a la hora de establecer cudl seria el estudio gené-
tico y las pruebas analiticas mas adecuadas a realizar,
fue de gran ayuda para la resolucién diagnédstica del
caso. Esto contribuyo a la instauracion precoz del tra-
tamiento y control de esta enfermedad. En el caso del
SD 8p23.1 es necesario el seguimiento clinico periddi-
co por pediatria, cardiologia y terapeutas que mejoren
el desarrollo y aprendizaje personal.

La estrategia diagndstica genética ante un paciente
con sospecha de discapacidad intelectual deberia ini-
ciarse con la solicitud de un cariotipo convencional y
cribado del X-fragil (principal causa genética de disca-
pacidad intelectual en ninos) (5). En el caso de una de-
lecion terminal grande sera facilmente detectable por
analisis cromosdmico de rutina, pero para la deteccion
de microdeleciones intersticiales, es recomendable so-
licitar analisis citogenéticos mas precisos como MLPA
(amplificacion de sondas dependiente de ligandos mul-
tiples), FISH (6) y aCGH (7).

[Rev Med Lab 2021:2(1):41-44]
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En el caso presentado se destaca la aplicacion de los

dos ultimos, ya que:

— La FISH, mediante el marcaje e hibridacion de los
cromosomas con sondas especificas que emiten
fluorescencia, permite la visualizacion, distincién y
estudio de los cromosomas y anomalias que pue-
dan presentar (puede determinar aneuploidias,
microdeleciones, duplicaciones e inversiones).

— El aCGH es muy empleado para la deteccion de
ganancias y pérdidas de material genético, como
microdeleciones y duplicaciones en el ADN (ana-
lizando las variaciones en el niumero de copias
(CNV) en relacion con el nivel de ploidia del ADN
de una muestra, en comparacion con una muestra
de referencia sin la necesidad de realizar un cul-
tivo celular). Estas CNV a menudo son causa de
discapacidad intelectual, trastorno del espectro
autista y/o multiples malformaciones congénitas.

La utilizacion cada vez mas asequible y eficiente de

técnicas citogenéticas moleculares ha permitido definir
mejor los sindromes de microdeleciéon y poder diferen-
ciarlos de otras patologias, contribuyendo a establecer
el pronéstico e instaurar el tratamiento mas apropiado
para cada paciente. Ademas, el analisis molecular de
las microdeleciones asi como el hallazgo de los genes
responsables de fenotipos de haploinsuficiencias, ayu-
dan en el conocimiento de las bases embriolégicas y
genéticas de estos sindromes, asi como en la busque-
da de enfermedades relacionadas con ellos.

PUNTOS A RECORDAR:

— Las manifestaciones clinicas de los SD pueden ser
muy variables dependiendo de la extension de la
delecién afectada, lo que puede dificultar su diag-
néstico. De modo que ante casos de retraso men-
tal leve en ninos, la estrategia diagnostica deberia
comenzar por la solicitud de cariotipo convencio-
nal y estudio del cromosoma X-fragil.

— Con el andlisis cromosdmico junto a técnicas de
citogenética molecular como FISH, MLPA, y en
especial el aCGH, se pueden detectar microdele-

[Rev Med Lab 2021:2(1):41-44]

ciones cromosomicas y propiciar el diagnostico
diferencial con otros desordenes genéticos.

— La aparicién de técnicas de diagnodstico genético
molecular cada vez mas asequibles ha favorecido
la deteccidn genética de casos como el SD 8p23.1
que anteriormente podrian estar infradiagnostica-
dos y actualmente podrian aumentar su inciden-
cia.

— Para una apropiada eleccién en la solicitud de ana-
lisis citogenéticos moleculares es imprescindible
una fluida comunicacion entre el facultativo solici-
tante, en este caso el pediatra, y el facultativo del
laboratorio, que deberia tener un conocimiento
actualizado de las pruebas genéticas adecuadas
para cada caso.
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Se expone un caso de un paciente de 58 anos de edad,
sin antecedentes personales de interés, en tratamiento
con amoxicilina durante 4 dias por bronquitis aguda.
Acude al servicio urgencias por presentar persistencia
del cuadro febril de 6 dias de evolucion a pesar de trata-
miento antibiotico. Se solicitan estudios analiticos en-
tre los que se encuentra el uroandlisis. La visualizacion
microscopica del sedimento urinario revela la presen-
cia de multiples cristales en forma de agujas, delgados
e incoloros con distribucion aleatoria y con elevada bi-
rrefringencia (Fig. 1). Esta apariencia esta descrita en
la literatura como “gavillas de trigo” y es sugestiva de
cristaluria de origen medicamentoso por amoxicilina;
posteriormente se confirma su origen por cromatogra-
fia liquida de intercambio catiénico (1,2).

En concreto, la amoxicilina es un antibiotico beta-
lactdmico que se excreta principalmente por via renal ,
(90 % por tubulos proximales y 10 % por filtrado glo- Figura 1 - Estudio de sedimento urinario con microscopio Opti-
merular), lo que implica que factores como dosis altas, co. Obsérvense multiples cristales en forma de aguja de origen
diuresis disminuidas o acidez urinaria puedan provocar medicamentoso por administracion oral de amoxicilina.
una reduccion en la solubilidad de este tipo de farma- .
cos en la orina (3). BIBLIOGRAFIA

La cristaluria de etiologia medicamentosa no es un
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