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Una imagen vale mas...

Los profesionales de la medicina de laboratorio nos enfrentamos a la dificultad de dar a conocer nuestros resul-
tados en el mundo actual. Se puede ser un gran investigador realizando grandiosas hipdtesis y llegar a un nivel
sublime en la aplicacion del método cientifico, pero comunicar nuestros resultados puede convertirse en un cami-
no un tanto espinoso, mas aun cuando el mundo actual se mueve en una especie de perfeccionamiento del voca-
bulario cientifico y surgen palabras muy complejas como manifestacion de dichos cambios.Y es que no debemos
olvidar que el objetivo del trabajo cientifico y de su publicacién es el de buscar soluciones a los problemas y que
sean conocidos por todos: comunidad cientifica, profesionales y la sociedad en general.

El primer libro que se conoce, inscrito en una tablilla de arcilla de alrededor del 4000 a. C., anterior al Génesis en
unos 2000 anos, es un relato caldeo del diluvio (1). El primer medio utilizado en forma masiva fue el papiro alre-
dedor del ano 2000 a. C., luego en el afno 190 a. C., se utilizé el pergamino. Las primeras bibliotecas fueron hechas
por los griegos, 50 afos a.C. en Efeso y Pérgamo (lo que es hoyTurquia) (2). En el afo 105 de nuestra era los chinos
inventaron el papel, luego vino la imprenta de Gutenberg en el ano 1455.

La humanidad ha sido capaz de comunicarse desde hace miles de afnos. Sin embargo, la comunicacion cientifica,
tal como hoy la conocemos, es relativamente nueva. Las primeras revistas cientificas se publicaron solo hace 300
anos: en 1665 la Journal des Scavans en Francia y las Philosophical transactions of the Royal Society of London
en Inglaterra (3). Los articulos descriptivos predominaban en dichas revistas, guardando en muchas ocasiones un
orden cronoldgico de las observaciones realizadas. Este estilo de la ciencia del pasado se puede encontrar a dia de
hoy en apartados de cartas al editor o en informes médicos de casos clinicos en algunas de las revistas actuales.
Es con la teoria microbioldgica de las enfermedades en el siglo xix, teniendo como protagonistas a Pasteur y Koch,
cuando se hizo necesario describir en forma detallada la metodologia, acallando a los fanaticos de la generacion
espontanea y el dogma de la reproducibilidad se hizo central (2,3).

No obstante, la ciencia moderna es muy distinta de la ciencia del pasado. En 1972 el American National Stan-
dards Institute establecié como norma para la presentacion de articulos cientificos el formato IMRYD (introduc-
cién, métodos, resultados y discusion), permitiendo en la actualidad acceder a datos publicados en diferentes
revistas de forma uniforme, concisa y comprensible. Este formato tiene una gran popularidad en las ciencias bio-
médicas y se utiliza en la realizacion de tesis doctorales, trabajos fin de grado, masteres, conferencias y ensayos
de divulgacién en revistas académicas (4). Pero ademas, la ciencia se ha institucionalizado y es una profesién mas,
con sus propias normas de acceso y sus reglas implicitas y explicitas.

La finalidad esencial de un articulo cientifico es la de comunicar los resultados de investigaciones, ideas y deba-
tes de una manera clara, concisa y fidedigna, por lo menos asi lo sefala la Unesco en su guia para la redaccion de
articulos cientificos (5).

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484 ©AEBM-ML (2021) - ®AEFA (2021) - ®Aran Ediciones, S.L. (2021)
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Hay una frase que se le atribuye a Sir James Barrie que dice que “el hombre de ciencia parece ser el Unico que
tiene hoy algo que decir, y el Unico que no sabe codmo decirlo” (3), y es que el cientifico actual requiere de des-
trezas, habilidades creativas y principalmente divulgadoras para que sus descubrimientos lleguen a la sociedad y
esta se percate de la importancia que tiene la ciencia en su dia a dia.

Es vital que la sociedad demande ciencia, pues esta siempre se ha enfrentado a dificultades econdmicas, ideolo-
gicas y de regulacion a lo largo de la historia de la humanidad. Sin embargo, ya hemos visto que ante una pande-
mia que no entiende de barreras ni fronteras ni nacionalidades, con gran impacto en la sanidad y en la economia,
todo el planeta se ha puesto en manos de la ciencia, sin duda, un ariete que acaba de iniciar el camino hacia el fin
de la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2.

Por tanto, la ciencia actual exige colaboracidn, regulacidon, innovacion, unién, pero también tiene el deber de
comunicar y divulgar el conocimiento, y de una manera lo mas comprensible posible. Por estas razones nacié un
21 de diciembre del ano 2015 la revista Laboratory Medicine at a glance, con una presentacion en la que relata-
bamos que continuamente nos encontramos con casos clinicos que se salen de lo comun, resultados particular-
mente significativos o imagenes que incluso resultan dignas de admirar y, por qué no, de compartir. Animabamos
a participar de esta iniciativa a fin de confeccionar, entre todos los profesionales de la Medicina de Laboratorio,
publicaciones donde tengan cabida todos estos casos y pudiéramos exponer todas estas imagenes de merecida
admiracién, que ademads nos permitieran profundizar en el conocimiento cientifico de nuestras especialidades.
Y lo hemos hecho durante casi 6 afhos con 16 voliumenes, con la esperanza no solo de que gusten al lector, sino
principalmente para que le sean utiles.

En base a esa demanda de colaboracién y union, y con la intencion de sumar y aportar una nueva forma de co-
municar y divulgar el conocimiento, simplificando el lenguaje y centrando el mensaje en una imagen, Laboratory
Medicine at a glance se integra en la Revista de Medicina de Laboratorio. Porque una imagen vale mas que mil
palabras, unidos llegaremos mas lejos y la sociedad actual, y principalmente una parte vulnerable de ella, como
son los pacientes, asi lo demanda.

“Si usted va a describir la verdad, deje la elegancia al sastre; Albert Einstein.

Luis Francisco Saenz Mateos

Servicio de Anélisis Clinicos. Hospital Rafael Méndez. Lorca, Murcia. Presidente del Comité de Formaciéon Continuada
de la AEBM-ML. Vocal de Sanidad del llustrisimo Colegio de Bidlogos de la Regién de Murcia. Murcia

Conflictos de interés: el autor no declara ningtin conflicto de interés.

BIBLIOGRAFiIA

1. Tuchman BW. The book. Conferencia organizada por el Centro del Libro de la Biblioteca del Congreso y la Liga de Autores de los Estados Unidos.
Biblioteca del Congreso, Washington, DC; 1980.

2. Day RA. Como escribir y publicar trabajos cientificos. 3.% ed. Washington; Organizacion Panamericana de la Salud; 2005.

3. Andrea Villagran T, Paul R, Harris D. Algunas claves para escribir correctamente un articulo cientifico. Rev Chil Pediatr 2009;80(1):70-8.

4. Camps D. El articulo cientifico: desde los inicios de la escritura al IMRYD. Archivos de Medicina 2007;3(5).

5. Unesco. Guia para la redaccion de articulos cientificos destinados a la publicacion. 2. ed. Paris: Unesco; 1983.

[Rev Med Lab 2021:2(3):89-90]



~RevisTaone-

MEDICINA e

AR % LABORATORIO

Original

Factores pronosticos de muerte en pacientes
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Palabras clave: RESUMEN
COVID-19. Laboratorio. Prondéstico. SARS-
CoV-2. UCI.

Introduccion: la infeccion por SARS-CoV-2 ha generado un impacto sin
precedentes en la salud publica a nivel mundial. El objetivo de este estu-
dio fue la identificacion de factores prondsticos de muerte en pacientes
con COVID-19 ingresados en unidades de cuidados intensivos (UCI) para
predecir el curso de la infeccion en las etapas criticas.

Métodos: estudio descriptivo en el que se incluyen pacientes con infec-
cion por SARS-CoV-2 ingresados en la UCI de un hospital de area (Sevi-
lla, Espana) entre el 25 de agosto de 2020 y el 21 de mayo de 2021. Los
pacientes fueron clasificados en recuperados y fallecidos, en funcion del
desenlace de su estancia en UCI. Se realizd un analisis multivariante para
conocer los factores prondsticos de muerte.

Resultados: la poblacion de este estudio incluyé a 164 pacientes, con una
mediana de edad de 71 anos, siendo la tasa de mortalidad del 65,9 %.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos en la edad y algunos pardmetros de laboratorio (leucocitos, neu-
trofilos, hematies, urea y potasio) en el momento del ingreso en UCI. Los
pardmetros con mayor asociacion a la muerte de los pacientes fueron una
edad superior a 63 anos, neutréfilos > 10,2 x 10%L, urea > 72 mmol/L y
hematies < 4,7 x 10"?/L.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningn conflicto de interés. DOI: 10.20960/revmedlab.00090
Rubio-Sanchez R, Esteban de Celis MC, Zarate M, Giménez Blanco M, Viloria Pefias MM. Factores prondsticos de muerte en

pacientes con infeccién por SARS-CoV-2 ingresados en UCI. Rev Med Lab 2021;2(3):91-99
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R. Rubio-Sanchez et al.
Conclusiones: los factores prondsticos de muerte en pacientes con CO-
VID-19 ingresados en UCI identificados en este estudio (edad, neutrofi-
los, urea y hematies) pueden ser empleados para predecir el curso de la
infeccion en las etapas criticas, permitiendo a los clinicos adelantarse al
posible desenlace de la enfermedad.
Keywords: ABSTRACT

COVID-19. Laboratory. Prognostic. SARS-
CoV-2. ICU.

Background: the SARS-CoV-2 infection has had an unprecedented impact
on public health worldwide.The aim of this study was to identify prognos-
tic factors for death in COVID-19 patients admitted to intensive care units
(ICU) to predict the course of infection in critical stages.

Methods: a descriptive study including patients with SARS-CoV-2 infec-
tion admitted to the ICU of an area hospital (Seville, Spain) was carried out
between August 2020 and May 2021. Patients were classified into recov-
ered and deceased, depending on the outcome of their ICU stay. A multi-
variate analysis was performed to determine prognostic factors for death.

Results: the study population included 164 patients with a median age of
71 years old and a mortality rate of 65.9 %. Statistically significant differ-
ences were found between the two groups in age and some laboratory pa-
rameters (leukocytes, neutrophils, red blood cells, urea, and potassium) at
ICU admission. The parameters most associated with patient death were
age > 63 years, neutrophils > 10.2 x 10%L, urea > 7.2 mmol/L, and red blood
cells <4.7 x 10"%/L.

Conclusions: the prognostic factors for death in patients with COVID-19
admitted to the ICU identified in this study (age, neutrophils, urea, and red
blood cells) can be used to predict the course of infection at critical stages,

allowing clinicians to anticipate the possible outcome of the disease.

INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 es el betacoronavirus responsable
de la enfermedad infecciosa COVID-19 que se caracte-
riza, sobre todo, por neumonia intersticial bilateral en
los pacientes mas graves (1). Desde la declaracion de
la pandemia mundial por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) el 11 de marzo de 2020, el SARS-CoV-2 ha
ocasionado un gran impacto tanto en la salud publica,
causando millones de muertes, como en la prestacién
de servicios sanitarios a nivel mundial, obligando a los
paises a tomar decisiones sin precedentes (2).

Las caracteristicas clinicas de esta infeccion abarcan
un amplio espectro, desde cuadros asintomaticos o
con sintomas leves (tos seca, congestion nasal, fiebre,
dolor de garganta, dolor muscular, anosmia y ageusia)
hasta casos graves de neumonia. Un alto porcentaje de
los pacientes requiere ingreso en las unidades de cui-
dados intensivos (UCI) debido a la rapida progresion
hacia un estado critico que incluye sindrome de distrés
respiratorio agudo, shock séptico, acidosis metabodlica
y coagulopatia, entre otros, y que finalmente puede
conllevar a la muerte en muchos pacientes (3). Esto
ocurre, sobre todo, en personas de edad avanzada o
con comorbilidades subyacentes, por lo que es de es-
pecial importancia el estudio de biomarcadores que
permitan la identificacion de los pacientes con mayor

[Rev Med Lab 2021:2(3):91-99]

probabilidad de infeccion severa y muerte por CO-
VID-19.

Entre los pardmetros de laboratorio que se han
asociado con méas frecuencia con la gravedad de la
infeccién por SARS-CoV-2 se encuentran los niveles
disminuidos de linfocitos y las concentraciones eleva-
das de leucocitos, PCR, PCT y dimero D, entre otros
(1,4,5). El objetivo de este estudio ha sido describir las
caracteristicas clinicas y los parametros de laborato-
rio de pacientes ingresados en UCI con infeccién por
SARS-CoV-2 para identificar factores pronodsticos de
muerte que permitan adelantar la atencion sanitaria
necesaria.

MATERIALY METODOS
Diseno del estudio y pacientes

Estudio descriptivo, retrospectivo y transversal en
el que se incluyen pacientes con infeccién por SARS-
CoV-2 ingresados en la UCI de un hospital de area
con 591 camas (Sevilla, Espana) entre el 25 de agosto
de 2020 y el 21 de mayo de 2021. Este trabajo fue apro-
bado por el Comité Etico de Investigacion Clinica Sevi-
Ila Sur (N.° 1447-N-20) y cumple los principios éticos de
la Declaracién de Helsinki (6).



Factores prondsticos de muerte en pacientes
con infeccion por SARS-CoV-2 ingresados en UCI

Los criterios de inclusiéon empleados fueron: pacien-
tes con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada por re-
accion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RT-PCR), en el analizador BD MAX (BD, Nueva
Jersey, EE. UU.), y con una analitica completa (perfil
COVID-19) previa a su ingreso en UCI debido a neumo-
nia bilateral. Se excluyeron del estudio los pacientes
con alteraciones en los resultados de la analitica debi-
do a la hemdlisis del suero y aquellos que fallecieron
por una causa principal diferente a la COVID19.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron clasifi-
cados en dos grupos en funcién del desenlace de su
estancia en UCI: pacientes recuperados (recibieron el
alta hospitalaria) y pacientes fallecidos.

Datos recogidos

Los datos demograficos, comorbilidades, informa-
cion clinica y resultados de laboratorio fueron recogi-
dos de la historia clinica digital de los pacientes. Las
variables estudiadas fueron las siguientes:

— Datos demograficos: edad y sexo.

— Duracion de la estancia en UCl y desenlace.

— Informacion de interés: fumador y obesidad.

— Comorbilidades: hipertension arterial, diabetes
mellitus, dislipemia, enfermedad cardiovascular,
enfermedad pulmonar, patologia tiroidea, insufi-
ciencia renal cronica, cancer, accidente cerebro-
vascular, enfermedad hepatica y anemia.

— Tratamiento farmacologico: corticoides, anakinra,
tocilizumab, remdesivir, sarilumab y ciclosporina.

— Intervenciones en UCI: intubacion orotraqueal
(IOT), traqueostomia, posicion decubito prono,
administracién de aminas vasoactivas y hemodia-
filtracion (HDF).

— Infecciones nosocomiales: bacteriemia, fungemia y
neumonia asociada a ventilacion mecanica (NAVM).

— Parametros analiticos del perfil COVID-19: leuco-
citos, linfocitos, neutréfilos, hematies, hemog-
lobina, hematocrito, plaquetas, velocidad de
sedimentacion globular (VSG), tiempo de pro-
trombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTPA), dimero D, glucosa, urea, creati-
nina, sodio, potasio, bilirrubina total, alanina ami-
notransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), y-glutamiltransferasa (GGT), lactato deshi-
drogenasa (LDH), proteina C reactiva (PCR), pro-
calcitonina (PCT), ferritina e interleucina-6 (IL6).

Analisis de laboratorio

Se recogieron muestras de sangre por venopuncion
en tres tubos diferentes: uno con el anticoagulante
EDTA para el recuento de células sanguineas y para-
metros hematoldgicos, empleando el analizador Sys-
mex XN-2000 (Sysmex, Kobe, Japdn); otro tubo con
citrato soédico para el estudio del TP, TTPA y dimero D

en el analizador Sysmex CS-5100 (Sysmex, Kobe, Japon);
y un ultimo tubo con heparina de litio para el andlisis en
plasma de parametros bioquimicos en el analizador mo-
dular Cobas 8000 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza)
mediante fotometria (glucosa, urea, creatinina, bilirru-
bina total, ALT, AST, GGT y LDH), inmunoturbidimetria
(PCR) o electroquimioluminiscencia (PCT, ferritina e IL-6).

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados con el programa SPSS
Statistics 25.0 (IBM, Chicago, EE. UU.). Las variables
categodricas se describen utilizando el valor absolu-
to (n) y los porcentajes (%); la comparacion de estas
variables entre los dos grupos se realiz6 mediante la
prueba de x? de Pearson. Las variables continuas se
expresan como la mediana y el intervalo intercuartili-
co (IQR). Estas variables fueron comparadas en ambos
grupos utilizando la prueba t de Student si la distribu-
cién era normal o U de Mann-Whitney si la distribucion
no era normal; la normalidad de las variables se deter-
min6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se realizaron analisis univariantes y multivariantes
de factores prondsticos de muerte utilizando la regre-
sion logistica. En el andlisis multivariante se empled
el método “pasos sucesivos hacia atras (condicional)’,
incluyendo en el paso inicial todas las variables que
mostraron una asociacion univariante con un valor
p < 0,05. Como criterio de salida para la sucesiva exclu-
sion de variables del modelo multivariante se estable-
cié un valor p > 0,10. El riesgo de exitus atribuido a cada
variable se expresa mediante la odds ratio (OR), junto
al intervalo de confianza (IC) al 95 %.

El punto de corte de cada variable utilizado en la re-
gresion logistica fue el que mostraba mayor indice de
Youden en la curva de la caracteristica operativa del
receptor (ROC). El area bajo la curva (AUC), la sensibi-
lidad y la especificidad de los parametros incluidos en
la regresion logistica también se analizaron mediante la
curva ROC. El nivel de significacion estadistica se esta-
blecié en un valor p < 0,05 en todos los anélisis estadis-
ticos realizados.

RESULTADOS

La poblacion incluida en este estudio estd compuesta
por 164 pacientes con edades comprendidas entre 32 y
83 anos (mediana =71), siendo 120 hombres (73,2 %) y
44 mujeres (26,8 %). El 34,1 % (56/164) fueron pacien-
tes que se recuperaron y recibieron el alta hospitala-
ria mientras que el 65,9 % (108/164) acabo falleciendo
durante su ingreso en la UCI. La duracion media de
la estancia en UCI fue de 17 dias, siendo el maximo
78 dias. Existen diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los dos grupos en la edad, siendo la media-
na 63 anos en los pacientes recuperados y 73 anos en
los pacientes fallecidos.
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La hipertension arterial fue la comorbilidad mas
frecuente (67,1 %), seguida de la diabetes mellitus
(40,2 %). El 39 % de los pacientes era fumador o habia
fumado alguna vez en la vida mientras que el 28 % eran
pacientes obesos. No hay diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos en las comorbilida-
des analizadas; tampoco en el sexo, en si son fuma-
dores o si tienen obesidad. Los datos demograficos,
informacion de interés y comorbilidades de los pacien-
tes se recogen en la tabla I.

La mayoria de los medicamentos administrados en
pacientes graves con COVID-19 estaban en fase de inves-
tigacién y su utilizacion seguia criterios incluidos en el
protocolo de manejo clinico del hospital. Solo remdesi-
vir estaba autorizado para el tratamiento de la infeccidon
por SARS-CoV-2, en pacientes mayores de 12 anos con
neumonia y requerimiento de oxigeno suplementario.

Los medicamentos mas utilizados para la COVID-19
durante la estancia en UCI en nuestro hospital fueron
los corticoides sistémicos (dexametasona y metilpred-
nisolona) (98,8 %), seguidos de anakinra (54,9 %) y toci-
lizumab (19,5 %). Los medicamentos menos utilizados
fueron remdesivir (7,3 %), sarilumab (6,1 %) y ciclos-
porina (1,2 %). En uno de los pacientes se opto por la
limitacion del esfuerzo terapéutico al considerar que
la administracion de medicamentos no tendria un
beneficio clinico significativo. El tratamiento farma-

coldgico utilizado no influyé significativamente en la
evolucion y desenlace de los pacientes.

Entre las intervenciones realizadas en UCI a los pa-
cientes graves con infeccion por SARS-CoV-2 destaca
la 10T, realizada en el 86,6 % de los casos. Otros de
los procedimientos mas utilizados fueron la adminis-
tracion de aminas vasoactivas (81,7 %) y la colocacion
de los pacientes en posicion decubito prono (79,3 %).
Los procedimientos menos utilizados fueron la HDF
(24,4 %) y la traqueostomia (22,0 %).

El 36,6 % de los pacientes desarrollé durante su in-
greso en UCI bacteriemia o fungemia, siendo las bacte-
rias mas frecuentemente aisladas en los hemocultivos
Staphylococcus aureus (16 casos) y Enterococcus fae-
calis (16 casos). La distribucion de los agentes etiologi-
cos y el nUmero de pacientes se detalla en la figura 1.
De los casos de Staphylococcus aureus, 4/16 (25,0 %)
estaban causados por bacterias resistentes a meticilina
(SAMR). Por su parte, 6/8 (75,0 %) Enterobacter cloacae
y 4/8 (50,0 %) Klebsiella pneumoniae eran productoras
de carbapenemasa del tipo OXA-48.

El 52,4 % de los pacientes desarrollé6 NAVM, siendo la
bacteria mas frecuente Staphylococcus aureus (18 ca-
sos) y el hongo mas aislado en muestras respiratorias
Aspergillus niger (14 casos). La distribucion de los mi-
croorganismos responsables y el nUumero de pacientes
se detalla en la figura 2. De los 18 casos de Staphylo-

Tabla I.

Datos demograficos y antecedentes personales de los pacientes

Total Recuperados Fallecidos p
n =164 n =56 n =108
Edad (afos) (mediana, IQR) 82 (62-76) 63 (58-74) 73 (66-76) 0,01
Sexo (hombre/mujer) 120/44 38/18 82/26 0,434
Fumador (n, %) 64 (39,0) 20 (35,7) 44 (40,7) 0,658
Obesidad (n, %) 46 (28,0) 20 (35,7) 26 (24,1) 0,266
Comorbilidades (n, %)
Hipertension arterial 110 (67,1) 32 (57,1) 78 (72,2) 0,168
Diabetes mellitus 66 (40,2) 24 (42,9) 42 (38,9) 0,728
Dislipemia 54 (32,9) 16 (28,6) 38 (35,2) 0,546
Enfermedad cardiovascular 54 (32,9) 14 (25,0) 40 (37,0) 0,271
Enfermedad pulmonar 24 (14,6) 4(71) 20 (18,5) 0,167
Patologia tiroidea 22 (13,4) 8 (14,3) 14 (13,0) 0,868
Insuficiencia renal cronica 22 (13,4) 4(71) 18 (16,7) 0,230
Céncer 18 (11,0) 4(71) 14 (13,0) 0,424
Accidente cerebrovascular 14 (8,5) 6(10,7) 8(74) 0,61
Enfermedad hepatica 12 (7,3) 6 (10,7) 6 (5,6) 0,395
Anemia 12 (7,.3) 6(10,7) 6 (5,6) 0,395
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Figura 1 — Agentes etioldgicos asociados a bacteriemia y fun-
gemia.

18
16
§14
812
%10
5 8
= 6
4

o | | | | [ | | | nn

“ ®nliE 9 vV O 9 Y ¥ O = 8 9| v O g s v o9

S 3 4 s = = € & ¥ & 3 3

WWS-E:‘dSmsS%chwg_mw~

& B = oe % 8§ @8 B B oS &8 E 8 &8 IB B

S S(Ww 8 9 290 ¢ 8 % g & g8 8 = g D

) ED ST LE it Tu<s™E

“ L T 3§ O % . &

v ESEYEW sa & 210 5

= = u o w g xR =

X
Cocos Bacilos Gram-negativos Hongos

Gram-
positivos

Figura 2 — Agentes etioldgicos de los casos de NAVM.

coccus aureus, dos de ellos (11,1 %) eran SAMR. Por su
parte, 10/14 (71,4 %) Enterobacter cloacaey 4/8 (50,0 %)
Klebsiella pneumoniae eran productoras de carbape-
nemasa del tipo OXA-48.

La tabla Il muestra los resultados de las pruebas de
laboratorio en los dos grupos estudiados. Existen dife-
rencias estadisticamente significativas entre pacientes
recuperados y fallecidos en parametros hematolégicos
(leucocitos, neutréfilos, hematies) y bioquimicos (urea,
potasio).

En el analisis multivariante, los parametros en el
momento del ingreso en UCI con mayor asociacion a
la muerte de los pacientes fueron una edad superior
a 63 anos (OR = 4,957; IC 95 % 1,421-17,288), neutro-
filos > 10,2 x 109/L (OR = 4,519; IC 95 % 1,197-17,062),
urea > 7,2 mmol/L (OR = 3,610; IC 95 % 1,081-12,049)
y hematies < 4,7 x 1012/L (OR = 3,333; IC 95 % 0,961-
11,5659). En el modelo de regresion logistica, la edad
presentdé el mayor coeficiente, seguido de la concen-
tracion de neutroéfilos en sangre.

En el analisis univariante se observa, en cambio, que
la urea es el pardmetro con mayor asociacion con la
muerte de pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 in-
gresados en UCI (OR = 5,867; IC 95 % 2,125-16,200).
Los resultados completos de la regresion logistica,
junto con el AUC, se muestran en la tabla lll. La cur-
va ROC de los factores prondsticos de exitus en UCI
incluidos en el andlisis multivariante se muestra en la
figura 3.

Los puntos de corte con mayor indice de Youden ob-
tenidos mediante la curva ROC fueron: edad > 63 afhos
(sensibilidad 81,5 % y especificidad 53,6 %), neutroéfi-
los > 10,2 x 10%L (sensibilidad 53,7 % y especificidad
75,0 %), urea > 7,2 mmol/L (sensibilidad 81,5 % y espe-
cificidad 57,1 %) y hematies < 4,7 x 10"%/L (sensibilidad
75,9 % y especificidad 53,6 %).

Tabla Il

Resultados de laboratorio en el momento del ingreso en UCI

95

Total Recuperados Fallecidos p
n =164 n =56 n =108
Hematoldgicos (mediana, IQR)
Leucocitos (x 10%L) 10,68 (7,01-14,97) 8,95 (6,48-11,80) 12,10 (7,58-16,89) 0,024
Linfocitos (x 10%L) 0,76 (0,49-1,06) 0,87 (0,52-1,05) 0,68 (0,48-1,09) 0,398
Neutrdfilos (x 10%/L) 9,23 (5,92-13,46) 740 (5,54-10,24) 10,83 (6,34-15,17) 0,019
Hematies (x 10'?/L) 4,53 (4,15-4,82) 4,75 (4,41-4,99) 4,43 (4,00-4,70) 0,024
Hemoglobina (g/L) 132 (120-144) 134 (123-150) 132 (114-142) 0,242
Hematocrito (%) 41 (37-44) 42 (38-45) 41 (36-44) 0,230
Plaquetas (x 10%/L) 254 (181-321) 251 (203-310) 259 (167-327) 0,872
VSG (mm/h) 50 (21-78) 45 (11-75) 57 (22-80) 0,318

(Contintda en la pagina siguiente)
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Tabla Il (Cont.)

Resultados de laboratorio en el momento del ingreso en UCI

Total Recuperados Fallecidos p
n = 164 n =56 n =108
Hemostaticos (mediana, IQR)
TP (s) 12,6 (12,0-13,7) 12,4 (12,0-13,1) 12,9 (12,1-14,3) 0,051
TTPA (s) 33,3 (28,4-37,0) 33,2 (28,6-37,8) 33,3 (28,2-37,0) 0,784
Dimero D (mg/L) 1,17 (0,62-4,43) 0,91 (0,56-2,45) 1,21 (0,66-6,98) 0,319
Bioquimicos (mediana, IQR)
Glucosa (mmol/L) 8,6 (6,6-11,9) 9,4 (74-12,5) 8,2 (6,4-11,9) 0,273
Urea (mmol/L) 8,8 (6,2-11,8) 7,0 (5,2-11,3) 9,7 (7,5-13,0) 0,016
Creatinina (pmol/L) 82,2 (63,6-114,0) 69,8 (57,5-95,5) 89,3 (68,1-119,3) 0,056
Sodio (mmol/L) 140 (136-142) 140 (136-142) 140 (136-143) 0,930
Potasio (mmol/L) 4,2 (3,8-4,5) 4,0 (3,7-4,4) 4,3 (3,9-4,5) 0,031
Bilirrubina total (umol/L) 8,6 (6,8-12,1) 74 (5,1-11,8) 8,9 (6,8-12,8) 0,125
ALT (U/L) 35 (22-58) 38 (20-58) 34 (23-57) 0,899
AST (U/L) 36 (24-60) 40 (25-76) 36 (23-52) 0,340
GGT (U/L) 97 (50-166) 78 (47-145) 113 (54-172) 0,350
LDH (U/L) 506 (348-621) 458 (313-643) 514 (402-618) 0,195
PCR (mg/L) 114,4 (55,1-190,0) 134,6 (62,3-208,8) 96,8 (50,3-182,4) 0,278
PCT (ng/mL) 0,16 (0,09-0,34) 0,15 (0,08-0,35) 0,17 (0,09-0,34) 0,490
Ferritina (pg/L) 1264 (630-1648) 1208 (632-1405) 1311 (629-1716) 0,350
IL-6 (pg/mL) 52 (14-182) 61 (7-244) 52 (15-182) 0,782

VSG: velocidad de sedimentacion globular; TP: tiempo de protrombina; TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activada; ALT: alanina aminotransferasa;

AST: aspartato aminotransferasa; GGT: y-glutamiltransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; PCR: proteina C reactiva; PCT: procalcitonina; IL-6: interleucina-6.

Tabla IlI

Regresion logistica y area bajo la curva de los factores pronésticos de exitus en UCI

Analisis univariante

Analisis multivariante

B

OR (IC 95 %) p OR (IC 95 %) p AUC (IC 95 %) p

Edad (anos)

<63 1 (ref) 1 (ref)

5,077 4,957 0,672

= gérs (1,846-13,960) gue g2Ul (1,421-17,288) cule (0,560-0,772) oLy
Neutrofilos (x 109/L)

<10,2 1 (ref) 1 (ref)

> 10,2 1,448 NGy 0,007 1,508 nel 0,026 e 0,009

(1,489-12,146)

(1,197-17,062)

(0,546-0,760)
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Tabla lll (Cont.)

Regresion logistica y area bajo la curva de los factores pronésticos de exitus en UCI

Analisis univariante

Analisis multivariante

B OR (IC 95 %) p B OR (IC 95 %) p AUC (IC 95 %) p
Urea (mmol/L)
<72 1 (ref) 1 (ref)
5,867 3,610 0,663
>72 1,769 (2,125-16,200) 0,001 1,284 (1,081-12,049) 0,037 (0,550-0,764) 0,015
Hematies (x 1012/L)
>4,7 1 (ref) 1 (ref)
3,600 Br888 0,652
S 1283 (1,314.9,325) 0012 1204 (506111859 08 (0539.0759) OOV

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; AUC: area bajo la curva.
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Figura 3 — Curva ROC de los factores prondsticos de exitus en
ucl.

DISCUSION

En nuestro estudio, la tasa de mortalidad fue del
65,9 %, cifra similar a lo comunicado por otros autores
(7,8) en COVID-19 y notablemente superior a lo obser-
vado en pacientes ingresados en UCI a causa de otras
neumonias viricas (9).

Los medicamentos mas utilizados en pacientes con
una infeccién grave por SARS-CoV-2 son los corticoi-
des sistémicos, ya que parecen reducir la inflamacion
y mejorar temporalmente la oxigenacion en estos pa-
cientes (10). Aunque la relacién entre los beneficios
y los danos de este tratamiento siguen sin estar cla-
ros, los corticoides se relacionan con una disminucién

de la progresion de la enfermedad, las infecciones se-
cundarias y la mortalidad (11,12).

La IOT es una técnica invasiva, de alto riesgo, utili-
zada en el 86,6 % de los pacientes de nuestro estudio
debido a la necesidad de ventilacién mecéanica por in-
suficiencia respiratoria. La necesidad de IOT es el prin-
cipal motivo de ingreso en UCI (8,13) y la realizacion
de esta técnica da lugar a NAVM en aproximadamente
la mitad de los pacientes de nuestro estudio, siendo
el agente etioldgico mas frecuente Staphylococcus au-
reus (14-17).

Otra de las intervenciones realizadas en UCl es la co-
locacién del 79,3 % de los pacientes con COVID-19 en
posicion en decubito prono (8). Esta estrategia se ha
utilizado durante anos en pacientes con sindrome de
distrés respiratorio agudo que requieren soporte venti-
latorio mecéanico para mejorar la oxigenacion y preve-
nir la lesion pulmonar inducida por el ventilador (18).
Ademas, en el 81,7 % de los pacientes ingresados en
UCI se administraron aminas vasoactivas (8), ya que el
uso de farmacos sedantes en la mayoria de los pacien-
tes ventilados mecanicamente ocasiona una caida de
la presion arterial (13).

Este estudio ha identificado factores predictores de
mortalidad en pacientes que ingresan en UCI como
consecuencia de la infeccion por SARS-CoV-2. En
concreto, una edad superior a 63 anos, concentracio-
nes aumentadas de neutrofilos (> 10,2 x 10%L) y urea
(> 72 mmol/L) y niveles disminuidos de hematies
(< 4,7 x 10'%L) en el momento del ingreso en UCI se
relacionan con una mayor probabilidad de muerte en
estos pacientes. Al igual que en otros estudios, la ma-
yoria de los pacientes ingresados en UCI eran hom-
bres, pero, en nuestro caso, la mediana de edad fue
superior (8,13), situandose en 71 anos.

Los resultados de nuestro estudio indican que los
pacientes que acabaron falleciendo tuvieron niveles
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de neutrofilos mas elevados en el momento del ingre-
so en UCI. Esto coincide con otros estudios que asocian
la neutrofilia a una secrecion elevada de IL-6 y TNF-a,
creando un estado hiperinflamatorio que participa en
la patogenia de la enfermedad (19,20). Debido a esto, la
elevacion de este biomarcador en pacientes criticos
aumenta el riesgo de mala evolucién y muerte (21,22).

La HDF es una técnica de reemplazo renal que se
utiliza en pacientes que presentan un deterioro grave
de la funcién renal, ya que proporciona una alta efi-
cacia depurativa al eliminar toxinas urémicas con un
amplio intervalo de peso molecular (23). Esta técnica
ha sido utilizada en el 22,0 % de los pacientes de nues-
tro estudio, ya que la funcion renal se deteriora en un
gran numero de pacientes con una infeccién grave por
SARS-CoV-2 (8,13). En nuestros resultados destaca el
aumento de la concentracion de urea en sangre, siendo
el parametro sérico con mayor asociacion con la muerte
de pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 ingresados
en UCI (24). EI SARS-CoV-2 actua directamente sobre el
receptor ECA2, expresado tanto en los pulmones como
en las células epiteliales de los tubulos renales (25). Se
ha determinado que el virus actua por accién citopatica
directa en el tejido renal y de forma indirecta debido al
efecto de los mediadores liberados, causando hipoxia,
shock y dano renal inducido por rabdomiélisis (26).

Algunos autores sugieren que la infeccion por
SARS-CoV-2 inhibe significativamente la hematopo-
yesis (27), mientras que otros comunican que puede
producirse destruccion de la médula dsea por desregu-
lacion inmunoldgica tras la infeccion virica. Ademas, la
elevacion de citoquinas produce un estado de hiperin-
flamacion que puede afectar a la liberacion o respuesta
a la eritropoyetina, asi como comprometer la funcion o
estructura de los globulos rojos, aumentando su fragi-
lidad (28) y causando eriptosis (29). Por eso, estudios
anteriormente publicados indican que los pacientes
criticos presentaban niveles de hematies significativa-
mente reducidos (27), aunque no lo destacaban como
un biomarcador predictor de mortalidad, hecho que si
se refleja en nuestro estudio.

Este estudio presenta como limitacion el tamano
muestral relativamente pequeno (n = 164) que puede
dar lugar a resultados sesgados. Ademas, la elevacion
de neutrofilos y urea, asi como el descenso de los he-
maties, pueden estar presentes en multiples enferme-
dades inflamatorias e infecciosas.

CONCLUSIONES

En conclusion, la edad avanzada, niveles aumentados
de neutréfilos, una concentracién elevada de urea y ni-
veles disminuidos de hematies en la analitica previa al
ingreso en UCI han sido identificados como predictores
de mortalidad en pacientes con infeccion por SARS-
CoV-2 y pueden ser empleados para predecir el curso de
la COVID-19 en las etapas criticas, permitiendo a los clini-
cos adelantarse al posible desenlace de la enfermedad.

[Rev Med Lab 2021:2(3):91-99]
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RESUMEN

La alfa-talasemia es una de las anomalias genéticas de la hemoglobina
mas comunes y es debida a la produccion reducida o ausente de la cadena
subtropicales, incluyendo el Mediterraneo, Africa Subsahariana, Oriente
Medio y sudeste asiatico. Sin embargo, la migracion desde areas endé-
micas ha incrementado la frecuencia de talasemia en el norte y este de
Europa. Mayoritariamente la alfa-talasemia es debida a deleciones que
involucran uno o ambos genes de la alfa-globina y con menor frecuen-
cia, es causada por mutaciones no delecionales. Se han descrito un gran
numero de mutaciones responsables de alfa-talasemia cuya combinacion
da como resultado un amplio espectro de fenotipos hematologicos y clini-
cos. La forma mas grave de alfa-talasemia se debe a una ausencia de ex-
presién de los genes alfa denominada hidropesia fetal con hemoglobina
de Bart. La deteccion de portadores y el diagnéstico prenatal son proce-
dimientos de gran valor que identifican a parejas en riesgo de tener hijos
afectos. El estudio molecular facilita el diagndstico prenatal y contribuye
al diagnostico definitivo de portadores y pacientes.
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Estudio de la alfa-talasemia en el laboratorio clinico

genotipos-fenotipos de interés clinico y su abordaje diagndstico
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ABSTRACT

Alpha-thalassemia is one of the most common hemoglobin genetic ab-
normalities and is caused by the reduced or absent production of the al-
pha-globin chain. Thalassaemia was initially confined to the tropical and
subtropical regions, including the Mediterranean, Sub-Saharan Africa,
Middle East, and Southeast Asia. However, migration from endemic areas
have increased the frequencies of thalassaemia in Northern and Western
Europe. Alpha-thalassemia is caused most frequently by deletions involv-
ing one or both alpha-globin genes and less commonly by non-deletional
mutations. A large number of alpha-thalassemia mutations have been de-
scribed and their interaction results in the wide spectrum of hematological
and clinical phenotypes. The most severe form of alpha-thalassemia is a
condition with no expression of a-genes and is called hemoglobin Bart’s
hydrops fetalis syndrome. Carrier detection and prenatal diagnosis repre-
sent valuable procedures that identify couples at risk for having affected
children. Molecular studies facilitate prenatal diagnosis and definitive di-
agnosis of carriers and patients.

INTRODUCCION

Las talasemias son las enfermedades monogénicas
mas comunes en el mundo. Se caracterizan por una
disminucién en la sintesis de las cadenas polipeptidicas
de la molécula de hemoglobina (Hb). Las mas frecuen-
tes son la alfa-talasemia (o-tal) y beta-talasemia (p-tal)
donde disminuye la cadena alfa (o) y beta (B) respecti-
vamente (1).

Aunque la p-tal tiene una mayor significacion clini-
ca, la o-tal tiene una elevada frecuencia (superior al
5 %) en regiones tropicales y subtropicales (Sudeste
Asiatico, Africa, Mediterraneo, Oriente Medio y sub-
continente indio). En algunas zonas de estas regiones
(Melanesia y Nepal) podemos encontrar frecuencias
que superan el 70-90 %. Ademas, se estima que el 5 %
de la poblacién mundial es portadora de alguna varian-
te de la alfa-globina (1,2).

La alta frecuencia de portadores en regiones tropica-
les y subtropicales (zonas prevalentes de malaria) se
debe a la ventaja selectiva de estos individuos frente a
la malaria severa, ya que las alteraciones en los genes
de la globina (incluida la a-tal) protegen de los estra-
gos de la infeccion por Plasmodium (3).

En las ultimas décadas, los flujos migratorios en
paises con alta prevalencia de hemoglobinopatias
(a-tal, p-tal y variantes estructurales como la HbS)
han supuesto un gran reto para los sistemas de sa-
lud y laboratorios clinicos, debido a la necesidad de
detectar a individuos portadores o afectos de estas
entidades y realizar un diagnéstico precoz (4). Un
ejemplo en paises de nuestro entorno es la implica-
cion del National Health Service (NHS) del Reino Uni-
do en la deteccion de portadores en los programas de
cribado de drepanocitosis y talasemia, programa que
se inicio en 2001 y que quedd completamente imple-
mentado en 2008 (5,6).

ESTRUCTURAY SINTESIS DE LA HB

La molécula de Hb es un tetrdamero formado por dos
pares de cadena de globina junto a un grupo hemo
unido a cada cadena. Dependiendo de la combinacion
entre los tipos de globina se dan lugar los diferentes
tipos de Hb.

Mas del 95 % de la Hb presente en el adulto y en
ninos mayores de 1 ano es HbA y estd formada por
dos cadenas o y dos cadenas f (a,p,). Los adultos tie-
nen un 2-3,5 % de HbA,, la cual estda compuesta por
dos cadenas o (como las de la HbA) y dos cadenas del-
ta () (a,0,). Las cadenas d y las B estan bajo un control
genético independiente (el gen & se expresa en mucha
menor cantidad, de ahi, su bajo porcentaje).

La Hb fetal (HbF) es el componente mayoritario de la
Hb del recién nacido. Posee dos cadenas o y dos cade-
nas y (en lugar de dos cadenas B) y se representa como
a,Y,. En el recién nacido, constituye el 70-90 % de la Hb
total; su concentracion disminuye al 2-3 % alrededor
del sexto mes de vida, quedando en la vida adulta una
cantidad que no supera el 1 %. La HbF esta adaptada al
ambiente materno-fetal y tiene una mayor afinidad por
el oxigeno que la HbA. Durante las primeras etapas de
gestacion, las Hb embrionarias Gower | (Ce,), Gower
Il (ae,) y Portland (C,y,) son las predominantes, pero a
partir del primer mes de gestacion, su expresion decae
a favor de la HbF

La expresion de cada una de las cadenas de globina
varia a lo largo del tiempo (Fig. 1), sintetizdndose dis-
tintos tipos de Hb segun las distintas etapas del desa-
rrollo (7). La cadena o forma parte de la mayoria de las
Hb (HbA, HbA,, HbF y Hb Gower ll), por tanto, su déficit
tiene consecuencias incluso durante el desarrollo em-
brionario y fetal. La ausencia total de cadenas a es in-
compatible con la vida, a diferencia del déficit de otras
cadenas de la Hb como la B (p-tal), donde la clinica
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Figura 1 - Sintesis de hemoglobina durante los distintos estadios del desarrollo.

en individuos afectos comienza durante el primer ano
de vida, cuando se realiza el cambio de HbF a HbA.

Los genes que codifican para las distintas cadenas
de Hb se encuentran agrupados en la superfamilia gé-
nica de las globinas. Concretamente, las familias géni-
cas de las globinas a y p estan formadas por distintos
genes (alfa, beta, gamma, delta, épsilon, zeta), cuyos
productos génicos estan involucrados en el transpor-
te del oxigeno durante el desarrollo del ser humano.
Ademas, también se han descrito tres pseudogenes
(WE, pa y yp).

Podemos clasificar los genes en dos familias génicas:
el grupo (o cluster) a y el grupo (o cluster) p. El gru-
po o se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 y
contiene ademas de dos genes para la cadena o (HBA1
para a1y HBA2 para c.2), el gen de la cadena T (2). Los
genes HBA1 y HBA2 son practicamente idénticos,
aunque la tasa de transcripcion es mayor para el gen
HBAZ2 (8). El grupo B se localiza en el brazo corto del
cromosoma 11 e incluye a los genes de las cadenas ¢,
Gy, Ay, 6,y B (Fig. 2).

Los genes de ambos clusteres estan situados en el
orden en el cual van a ser expresados durante el de-
sarrollo. Este cambio de expresion temporal (globin
switching) va también acompanado del cambio de lo-
calizacion mayoritaria de la eritropoyesis (saco viteli-
no, entre la tercera y la octava semana de gestacion;
higado fetal desde la quinta semana hasta poco des-
pués del nacimiento; y médula dsea, en el adulto).

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]

BASES MOLECULARES: NOMENCLATURA
Y GENOTIPOS

En un individuo no afecto, las cadenas o estan sin-
tetizadas por cuatro genes o con gran homologia de
secuencia (dos en cada copia del cromosoma 16, deno-
minados HBA2 y HBA1 o a2 y a1). Este genotipo se de-
nomina (a,0,/a,0,) 0 (ao/aa) donde nos encontramos
los cuatro genes alfa funcionantes.

Mas de 120 mutaciones han sido identificadas en la
o-talasemia. Las alteraciones mas frecuentes son las
resultantes de las deleciones de uno (-a) o ambos ge-
nes a (--) del cromosoma. Las mutaciones puntuales en
regiones criticas de a2 (a"°a) o a1 (aaNP) se denominan
“mutaciones no delecionales” o ND (non-deletional) y
se asocian normalmente a fenotipos clinicos mas seve-
ros, pero son mucho menos frecuentes (7).

Cuando la mutacién anula la expresion de ambos
genes o de un cromosoma, hablamos de o talasemia
(al-tal) y cuando anula la expresion de un solo gen alfa
(a2 0 a1) en homocigosis o heterocigosis, hablamos de
o talasemia (a*-tal). Por tanto, podemos realizar una
clasificacion de los genotipos de o-tal en funciéon del
numero de genes afectos y su posicion en el mismo
cromosoma o cromosoma homalogo:

— a*-tal delecional: (-o/00.), (-0/-0.). Debido a la elevada
homologia en los genes a2 y a1, ambos con un ta-
mano de 4 Kb, se pueden producir deleciones duran-
te la recombinacion homodloga de estos genes (9).
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Figura 2 - Cluster de genes de la globina.

Las deleciones mas frecuentes son las de 3.7 Kb
0 4.2 Kb, denominadas 3.7 y 4.2 respectivamente
(Fig. 3). Estas deleciones causan la pérdida de ge-
nes a2 y hablamos de a*-tal en heterocigosis (-o/
aa) si hay pérdida de un gen a2 o a*-tal en homo-
cigosis (-o/-a) si hay pérdida de dos genes a2 en
trans (cada gen a2 en un cromosoma homaélogo).
a*-tal no delecional: (a"Pa/ o), (aNPa/ aMPa). Habla-
mos de a*-tal no delecional cuando se producen
mutaciones puntuales, pequehnas inserciones o
deleciones de nucleodtidos que afectan a regiones
criticas de la expresion de los genes .. Son mucho
menos frecuentes que las grandes deleciones, pero
estas alteraciones producen una menor expresion
de cadenas a. Suelen afectar a la estabilidad de las
cadenas o de su ARN mensajero, cursando con cli-
nica mas severa, especialmente las que afectan a
a2 (gen que mas se expresa en condiciones nor-
males). Estas mutaciones pueden afectar a un solo
gen (a1 o a2) produciendo la a*-tal no delecional
en heterocigosis (a"Pa/ aa). Si afecta a dos genes
a, hablamos de a*-tal no delecional en homocigo-
sis (aNPa/ oNPa), menos frecuente que la anterior.
Ejemplos de estas mutaciones no delecionales
son (7): o/Vs15" en poblacion mediterranea, mu-
taciones en regiones de poliadenilacion (a2A*
TAAG = g 2AATGAA -~ (1 2AATA-) an poblacién mediterranea
y Oriente Medio, mutaciones que afectan al co-
don de terminacién produciendo una elongaciéon

de la cadena (Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb
Koya Dora, Hb Seal Rock, Hb Pakse) en Oriente
Medio, Mediterraneo y sudeste asiatico y mutacio-
nes que causan variantes estructurales muy ines-
tables en la cadena a (Hb Quong Sze, Hb Adana,
Hb Agrinio, Hb Taybe). La informacion de estas
mutaciones no delecionales se puede encontrar
en la base de datos HbVar disponible en lared y en
continua actualizacion (10,11).

a’-tal delecional en heterocigosis: (/o). Se produ-
ce cuando hay una delecién en heterocigosis que
afecta a ambos genes 02 y a1, total o parcialmente
en cis (en el mismo cromosoma), implicando una
ausencia de expresién de ambas cadenas o por el
alelo implicado (--/aa) (Fig. 3). Las deleciones mas
frecuentes que implican a ambos genes son: (--S54/
aa), (-aa) y (-™/aa) en el sudeste asiatico y la
(--ME/aar) y (--2°5/ac) en determinadas regiones del
Mediterraneo (Turquia, Cerdena, Grecia y Chipre).

Otras deleciones muy infrecuentes se han encon-
trado en regiones reguladoras del cluster a sin
afectar a los genes a, pero con el mismo efecto, la
ausencia de expresion de cadenas .

a’-tal delecional en homocigosis: (--/--). Cuando la
delecion se encuentra en homocigosis (--/--), hay
ausencia de expresion de cadenas a y es incompa-
tible con la vida ya que las cadenas a forman parte
de las Hb predominantes en periodo embrionario,
fetal, neonatal y adulto.

[Rev Med Lab 2021:2(3):100-108]
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Figura 3 — Representacion esquemadtica de deleciones mas o* y o® mas frecuentes en el cluster o. (cromosoma 16).

Esta condicién clinica conlleva la muerte fetal in-
trauterina (23-38 semanas de gestacion) o a los
pocos dias del nacimiento (hidropesia fetal con
Hb de Bart) (hydrops fetalis), ademas de provocar
complicaciones en la gestante durante el embara-
zo (anemia severa, preeclampsia, polihidramnios).

DISTRIBUCION DE MUTACIONES

Es bastante conocida la distribucion y prevalencias
de portadores de talasemia en el mundo (1,12,13), en-
contrando las mayores prevalencias en regiones tropi-
cales y subtropicales, especialmente de a-tal.

En el continente africano, la mutacion mas prevalen-
te es la delecion 3.7 Kb (a*-tal) con un 5-40 % de porta-
dores, segun la region estudiada.

En el area del mediterrdneo, también encontramos
la delecién 3.7 Kb (a*-tal) con una prevalencia eleva-
da (5-15 %), aunque existen zonas con alta prevalencia
(5 %) de a’-tal (--VEP/aa) como Turquia, Cerdena, Grecia
y Chipre.

Oriente Medio tiene una prevalencia de la delecion
3.7 Kb (a*-tal) del 60 % y el subcontinente indio del 15-
80 % si incluimos la delecion 3.7 Kb (a*-tal) y la 4.2 Kb
(or-tal).

Por ultimo, el Sudeste Asiatico la a*-tal tiene una pre-
valencia del 5-15 % pero con zonas de alta prevalencia
de of-tal (--5¥/aa) (5 %).
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Por tanto, cuando realizamos un estudio de a-tal es
importante disponer del origen étnico del paciente, ya
que el protocolo a seguir sera distinto si nos encontra-
mos ante un individuo procedente de una zona de alta
prevalencia de a*-tal o o-tal.

CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Debido a la alta distribucion en el mundo de o*-tal, la
delecion de un gen o (-o/aa) o a*-tal en heterocigosis,
es la alteraciéon que mas frecuentemente nos encon-
tramos en los analisis rutinarios de laboratorio en la
poblacion mediterranea. Los individuos afectos cursan
con una hemoglobina corpuscular media (HCM) y un
volumen corpuscular medio (VCM) discretamente re-
ducidos o dentro del limite inferior de normalidad y
son clinicamente silentes. Estos pardametros varian en
funcion del numero de genes alfa afectados, por tanto,
si cursan con a*-tal en homocigosis (-o/-a) o a’-tal en
heterocigosis (--/act), encontramos valores mas dismi-
nuidos de HCM y VCM.

Individuos con tres genes a delecionados (--/-a) v,
por tanto, con la sintesis de cadena o muy disminui-
da, cursan con anemia moderada en la mayoria de
los casos (enfermedad de la Hb H), aunque determi-
nados genotipos, de los cuales hablaremos poste-
riormente, pueden cursar con fenotipos clinicos mas
Severos.
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Por tanto, la mayoria de los individuos portadores de
a-tal (a excepcion de la enfermedad de la Hb H) son cli-
nicamente silentes. El diagndstico se realiza durante un
analisis rutinario en el que se evalua la serie roja o en
los programas de deteccién de portadores de hemoglo-
binopatias (en los paises donde incluyen el cribado por
la elevada prevalencia de hemoglobinopatias).

Enfermedad de la Hb H

Entidad clinica que se presenta en individuos dobles
heterocigotos que portan una delecion a® en un cro-
mosoma y una o* en el cromosoma homologo (-a/--).
Estos pacientes tienen un unico gen o funcionante y
expresan solo un 25 % de cadena a. Esta enfermedad
cursa con anemia moderada (Hb de 8-10 g/dL) y un
HCM y VCM marcadamente disminuidos.

El estudio de fracciones de Hb mediante electrofo-
resis capilar (EC), cromatografia liquida de alta efica-
cia (HPLC) y tincidon de sangre periférica con azul de
cresil brillante (14,15), nos permite detectar el exceso
de cadenas 3 que no puede interaccionar con cadenas
a. Este exceso de cadenas f§ libres produce la forma-
cion de tetrameros B (B,) denominados Hb H. Durante
el periodo neonatal, se forman tetrameros vy (y,) deno-
minados Hb de Bart. Los tetrameros tienen una elevada
afinidad por el oxigeno y son muy inestables, precipi-
tando y formando cuerpos de inclusion en los hema-
ties y produciendo diversos grados anemia hemolitica.

Estos pacientes no suelen requerir transfusiones y
a menudo presentan esplenomegalia que puede com-
plicarse con un hiperesplenismo. La ictericia puede
presentarse en diversos grados y los ninos pueden
presentar retardo en el crecimiento.

La presencia de mutaciones no delecionales severas
en ambos cromosomas, ya sean en homocigosis, do-
ble heterocigosis (aNPo/aNPa) o doble heterocigosis con
mutaciones delecionales o y no delecionales: (--/aNPa),
cursa con una anemia mas severa y con requerimien-
tos transfusionales (enfermedad de Hb H severa).

Como se puede observar, el origen étnico, la preva-
lencia en las distintas areas y los valores hematimé-
tricos son decisivos para el especialista de laboratorio
en el estudio de un tipo de mutacion u otro (a*, ).
Normalmente, las formas clinicamente relevantes in-
volucran una alteracién o talasemia coheredada con
una alteracion a* delecional o no delecional, cuyas en-
tidades clinicas son la enfermedad de Hb H (--/-a) o la
enfermedad de Hb H severa (--/aNPa.).

Hidropesia fetal con Hb de Bart

La presencia de dos mutaciones o’ producira la hi-
dropesia fetal con Hb de Bart (--/--) la cual es letal in-
trautero o a los pocos dias del nacimiento, de ahi la
importancia de detectar portadores de mutaciones en
los progenitores que puedan producir este genotipo.

IDENTIFICACION DE PORTADORES MEDIANTE
PRUEBAS HEMATOLOGICAS

Los portadores de a-tal cursan con microcitosis e hi-
pocromia, aunque en funcion de las mutaciones estos
parametros pueden variar. Los indices eritrocitarios
VCM y HCM son los mas utilizados para la deteccién
de portadores, siendo el HCM el pardmetro mas esta-
ble en el cribaje de talasemia. Es importante excluir la
ferropenia como posible causa de microcitosis.

En los portadores a* en heterocigosis (-o/aa), los
valores de HCM se solapan con los de individuos no
afectos en numerosas ocasiones. En los individuos a*
en homocigosis (-a/-a) y o® en heterocigosis (--/aa),
encontramos una microcitosis e hipocromia mas pro-
nunciada con valores de HCM entre 26-22 pg y 20-22
pg respectivamente (Tabla I). Resultados mas bajos de
HCM (alrededor de 18 pg) junto con anemia moderada
(8-10 g/dL) es caracteristico de individuos con enferme-
dad de HbH (--/-a) (16).

Ademas, para diferenciarlos de portadores de la en-
tidad clinica que afecta al gen beta (B-tal), se realiza un
estudio de fracciones de Hb por electroforesis capilar o
HPLC para cuantificar la HbA,, cuyo valor esta dentro
de la normalidad en la oty o talasemia (o entre 2,5-
3,5 %) y disminuida (< 2 %) en la enfermedad de HbH,
debido a la falta de expresion de cadenas o que forman
parte de la HbA, (a.0,). En el caso de la p-tal encontra-
mos una HbA, aumentada (> 3,5 %).

Por tanto, en ausencia de variantes estructurales de la
Hb que cursen con microcitosis, de § o delta beta talase-
mia (dB-tal) en heterocigosis y de deficiencia de hierro,

Tabla |

Parametros hematoldgicos en los portadores
de genotipos mas comunes de c-talasemia

Genotipo Sexo Hb (g/dL) VCM (fL) HCM (pg) HbA, (%)

+ DE + DE + DE = DE
-0 o H 144+09 754+48 254+21 25=+0,3
M 12,0 1,0
- 0¥ -a H 13,6 0,8 71,3+3,0 23,820 2,403
M 11,8+0,9
oNPo/ aa H 14,4+1,1 757+3,0 256+14 25+0,3
M 12,2 +0,8
--/ ao H+M 132+1,6 650+33 210+1,3 2,4+0,1
--/-a* H+M 10,3+08 61,0+4,0 190+1,0 <20
~/aNa  H+M 90+0,7 640+6,0 19010 <20

*Los sujetos con esos genotipos muestran una cantidad variable de HbH
(hasta el 30 %). Datos tomados de Galanello y Cao et al. (16). ND: non-de-
letional; H: hombre; M: mujer; Hb: hemoglobina; DE: desviacién estandar;
VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media.
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se debe considerar el estado de portador de a-tal si
el HCM es menor de 27 pg (17). En los casos donde el
HCM sea inferior a 25 pg y el origen étnico sea de zonas
de alta prevalencia de a’-tal, hay que considerar la po-
sibilidad de heterocigosidad para mutaciones o°.

Los portadores de a*talasemia se detectan en nume-
rosos grupos étnicos y con frecuencias muy elevadas
(10-30 %) en determinadas regiones (Africa, sur de
Asia). Esta condicién no requiere confirmacion gené-
tica si el origen étnico del portador no se encuentra
dentro de las zonas de riesgo de a?, ya que la combina-
cion de a* talasemia con otras alteraciones a* o a® no
implican riesgo de hidropesia fetal con Hb de Bart en la
descendencia (18).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Se dispone de métodos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para detectar las muta-
ciones mas frecuentes en la a-tal. El método GAP-PCR,
usando cebadores que flanquean la zona de corte de
las deleciones, es uno de los mas empleados en el es-
tudio de deleciones a*-tal (delecion 3.7 Kb y 4.2 Kb) y
al-tal(--5%/aa), (--Yaa), (--"aa), (-VE/an) y (--205/aa).

En los sujetos en los que no se detecten las delecio-
nes anteriormente descritas, se deben estudiar otras
menos frecuentes o nuevas deleciones. En estos casos
es muy util la técnica MLPA (multiplex ligation-depen-
dent probe amplification), que dispone de numerosas
sondas que cubren el cluster alfa, incluyendo sus re-
giones reguladoras. Para el estudio de mutaciones
puntuales y pequenas inserciones o deleciones de nu-
cleotidos en la a-tal no delecional, se requiere la ampli-
ficacion y secuenciacion de los genes a (a1 y a2) (17).

CONSEJO GENETICO

El consejo genético en la o-tal es particularmente
importante en los casos donde ambos miembros de
la pareja sean portadores de deleciones o (--/ac) o
de la enfermedad de HbH (--/-a), ya que existe un ries-
go 1:4 (25 %) de tener un feto afecto de hidropesia fe-
tal con Hb de Bart (--/--). En estos casos, el diagnodstico
prenatal o preimplantacional esta indicado no solo por
la gravedad y la ausencia de un tratamiento efectivo
en los individuos afectos, sino también para prevenir
las complicaciones maternas durante el embarazo. Por
esta razon, las regiones con alta prevalencia de of-tal
o de otras hemoglobinopatias tienen implementados
programas de deteccién de portadores de esta condi-
cion (6,19,20).

En paises con programas de cribado de hemoglobino-
patias en el embarazo, si se detecta una gestante con un
HCM < 25 pg, HbA,< 3,5 % y con origen étnico de zonas
con alta prevalencia para a’-tal, se solicita un estudio a
la pareja (hemograma y fracciones de Hb para determi-
nar el porcentaje de HbA,). El estudio genético de a’-tal
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se realiza solo si ambos progenitores tienen riesgo de
o’ para confirmarlo y ademas detectar el tipo de altera-
cion a estudiar en el diagndstico prenatal (5,17).

Las parejas en las que un progenitor es portador de
una deleciéon o (--/aa) y el otro es portador de una mu-
tacion a* delecional (-a/aa) o no delecional (aNPa/a)
tienen un riesgo 1:4 (25 %) de tener un bebe afecto de
enfermedad de Hb H: (--/-a) o (-/aNPa). En este caso,
el diagnodstico prenatal no estad indicado ya que son
pacientes que cursan con anemia moderada y normal-
mente sin requerimientos transfusionales.

Desafortunadamente, aunque con baja frecuencia,
encontramos casos donde la interaccion de una dele-
cion o con determinadas mutaciones no delecionales
(--/aNPa) o la presencia en homocigosis de mutaciones
no delecionales (a"°a/aNPa) cursan con un sindrome
de enfermedad de Hb H severa/hidropesia fetal en cu-
yos casos habria que considerar el diagnostico prena-
tal (17) (Tabla Il).

Algunas de estas mutaciones no delecionales son
causantes de Hb inestables que precipitan en los he-
maties formando cuerpos de inclusién insolubles que
danan la membrana eritrocitaria. Dentro de las muta-
ciones no delecionales, podemos encontrar algunas
con gran severidad clinica, como las mutaciones en
la region de poliadenilacion (a2AATAAG, 2AATGAA & 2A-
ATA-) (21) que afectan a a2, o mutaciones que produ-
cen las variantes Hb Adana, Hb Agrinio, Hb Constant
Spring (Hb CS) y Hb Taybe.

Tabla Il

Genotipos e interaciones de a-tal

con indicacion de diagndéstico genético
prenatal o preimplantacional

Interaccion Desorden esperado Diagnéstico
genotipica prenatal
indicado
Homocigoto
Hidropesia fetal .
0 _tal (-/--
= con Hb de Bart =
ar-tal (-o/-) Sin clinica No
relevante
Posible sindrome
de enfermedad En
G ND ND,
Chall s de Hb H severa/ ocasiones®
hidropesia fetal
Heterocigoto compuesto
Enfermedad
0 _. +_ /-
al-tal/at-tal (--/-a) de la HbH No

ND: non-deletional. *Las alteraciones involucradas en fenotipos més
severos son: mutaciones en la region de poliadenilacion (ci2*4™6, g 2A4T6A
y a.2"™) que afectan a a2 o mutaciones que producen las variantes Hb
Adana, Hb Agrinio, Hb Constant Spring y Hb Taybe.
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Hb Constant Spring

Mutacion no delecional mas prevalente. La mutacion
(HBA2: ¢.427T>C) provoca la sustitucion de un codén
de terminacion (Term) por glutamina (GIn) en a2 (142,
Term>GIn, TAA>CAA), produciéndose una elongacion
de la cadena o (pasa a tener 172 aminoéacidos en vez de
141) (22).

El ARN mensajero de la Hb CS es muy inestable, lo
que dificulta su deteccion mediante electroforesis de
Hb o HPLC. Debido a su baja expresion, se observa un
porcentaje muy bajo de Hb CS (1-2 %) en los portado-
res.

Podemos encontrarla con una frecuencia del 5-10 %
en regiones con alta prevalencia de o’-tal (sudeste asia-
tico y China). Por tanto, en individuos de estas regiones
no es infrecuente detectar genotipos (--/aa). Median-
te el analisis de fracciones de Hb por HPLC, estos indi-
viduos tienen una imagen caracteristica con presencia
de Hb H y Hb CS (Fig. 4). Presentan un fenotipo clinico
severo con anemia severa y necesidades transfusio-
nales regulares (7). Por este motivo, se recomienda el
diagnéstico prenatal en progenitores portadores de es-
tas alteraciones (17).

Mutaciones en region PolyA (a2AATAAG, 2AATGAA
(X.ZAATA")

Las mutaciones en la regién PolyA de a2 corres-
ponden a sustituciones (AATAAAS>AATAAG [HBAZ2:
c.*94A>G]; AATAAA>AATGAA [HBA2: ¢.*92A>G]) o de-
leciones de dos nucleétidos (AATAAASAATA—[ HBA2:
¢.*93_%*94delAA]) en la region 3'UTR del gen o2. Esta
region es necesaria para el proceso de maduracién del
ARN mensajero y, por tanto, de la expresidon génica.

45.0

37.5-:
30.04
22.5-:

15.04
Hb CS

A2 = 13.60
- 4.9

> 2.51

4

Tiempo (min)

Figura 4 — HPLC de fracciones de hemoglobina de un paciente
con enfermedad de HbH severa portador de delecion o’ y de Hb
Constant Spring (--S54/0.a,) (Hb CS). La flecha con un tiempo de
retencion de 0,5 min indica los tetrameros 34 de Hb H (37 %) y
la flecha con un tiempo de retencion de 4,90 min indica la Hb
Constant Spring (0.,%5B,) (0,7 %).

Se ha encontrado una elevada prevalencia de estas
mutaciones en India (02*4™~), Arabia Saudi (a2/A™AG) y
Turquia (0224T6A%), L os dobles heterocigotos con af (--/
aPAq) pueden cursar con fenotipos clinicos muy se-
veros (enfermedad de Hb H con hidropesia fetal) (7,10).

Hb Adana

La presencia de la mutacion HBA2: ¢c.179G>A en el
coddn 59 del gen a2 produce un cambio del aminoaci-
do glicina (Gly) a acido aspartico (Asp). Este cambio de
aminoacido provoca una inestabilidad en la cadena que
produce la precipitacion de la Hb, hemdlisis y eritro-
poyesis ineficaz. La combinacion con deleciones o (--/
oAdanag) o su presencia en homocigosis (o293 /aAdanag),
puede producir fenotipos clinicos muy severos (23).

Se han detectado una prevalencia elevada de porta-
dores en Arabia Saudi (11,6 %), Indonesia (16 %) y Mala-
sia con datos variables segun las regiones (1-24 %) (7).

Hb Agrinio

La mutacion HBA2: ¢.89T>C es una sustitucion que
afecta al codon 29 (CTG>CCG) produciendo un cambio
de leucina (Leu) a prolina (Pro), lo que genera una Hb
muy inestable. Los individuos portadores de una dele-
cion o y de Hb Agrinio (--/oA9°q) cursan con formas
muy severas de enfermedad de Hb H (24). Se ha encon-
trado con relativa frecuencia en individuos de Grecia
con origen chipriota, zona de alto riesgo para o talase-
mia (--MEP /).

Hb Taybe

Se produce por una delecion de tres nucleodtidos en
el codon 38 o 39 del gen de la cadena a1 [HBA1: ¢.118_
120delACC], produciendo la pérdida de una treonina.
El resultado es la sintesis de una Hb muy inestable, ya
que afecta a la zona de contacto entre cadenas a.f3,.
La presencia de esta Hb en homocigosis (aa™"¢/ ao™-
be) (25) o en doble heterocigosis para Hb Taybe y PolyA
Q2RATAAG (g Tavbe/o AMTAAGG ) (26) produce fenotipos clini-
cos severos. Ambas alteraciones aparecen en poblacio-
nes de origen arabe.

CONCLUSIONES

En el estudio de las a-tal, el objetivo del profesional
de laboratorio es identificar portadores de o en hete-
rocigosis (--/aa) o individuos con enfermedad de HbH
(--/-a) mediante los parametros hematoldégicos (Hb,
HCM, HbA,), siempre teniendo en cuenta el origen
étnico (zonas de alta prevalencia de a’-tal). Las zonas
de alta prevalencia para o’ son: este del Mediterraneo
(Chipre, Grecia, Cerdena y Turquia) y sudeste asiatico
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(China, Hong Kong, Tailandia, Taiwan, Camboya, Laos,
Vietnam, Birmania, Singapur, Indonesia o Filipinas).

En el caso de estudios prenatales es muy importante
determinar la alteracion molecular en los portadores
para asi establecer un consejo genético adecuado. De-
pendiendo del tipo de mutaciones detectadas (delecio-
nales o no delecionales), el diagnostico prenatal esta
indicado en los casos de riesgo para la hidropesia fetal
con Hb de Bart (--/--) y la enfermedad de Hb H severa
con hidropesia fetal (--/aNPa) (aNPa/aNPa).
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CASO CLIiNICO

Se presenta el caso de un recién nacido varon que, a
los siete meses de vida, tras una ecografia de control,
es diagnosticado de ectopia renal cruzada izquierda,
con el rindn izquierdo inmediatamente debajo del rindn
derecho. El paciente nacioé a término, de parto eutdcico,
de padres no consanguineos, con una hermana sanay
sin antecedentes personales o familiares de interés. En
los controles posteriores, concretamente en la revision
a los nueve meses de vida, el paciente presentaba un
retraso ponderal y estatural, criptorquidia, mano dere-
cha con displasia radial de tipo Il (segun la clasificacion
de Bayne, el radio es mucho mas corto de lo normal y
la muneca esta curvada hacia dentro) e hipoplasia del
pulgar bilateral, que se interviene quirirgicamente.

A los dos anos de edad, acude al servicio de urgen-
cias por cuadro febril de hasta 38,5 °C de 5 dias de evo-
lucidn y astenia. A la auscultacion, se detecta un soplo
cardiaco, por lo que es derivado a la consulta de car-
diologia infantil, donde se identifica un ductus arterio-
so. Posteriormente, a los cinco anos de edad, presenta
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una progresiva anemia (hemoglobina < 70 g/L [valo-
res de referencia, VR: 110-150]), macrocitica (volumen
corpuscular medio: > 105 fL [VR: 76-95]) y trombopenia
asociada (< 30000 plaquetas/microlitro [VR: 180000-
500000]). Asimismo, los padres refieren debilidad, le-
targia y palidez cutanea en el nino desde hace varias
semanas. A nivel del laboratorio clinico, en el frotis de
sangre periférica se observa una policromasia y fre-
cuentes dacriocitos por campo, junto con neutropenia
no acompanada de células inmaduras (blastos). Se
confirma la trombocitopenia (Fig. 1). Cabe destacar la
ausencia de esquistocitos, de eritroblastos y de miele-
mia, lo que permite el diagnéstico diferencial de una
microangiopatia o de una reaccion leucoeritroblastica.

Ante estos antecedentes, se realiza el estudio de
fragilidad cromosomica con diepoxibutano para el
cribado de anemia de Fanconi (AF), que resulta en un
aumento significativo de rupturas de los cromosomas
del paciente con respecto al control. Tras los resulta-
dos, se realiza el analisis genético en el laboratorio
externo de referencia mediante secuenciacion de nue-
va generacién (Next-Generation Sequencing, NGS,
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Figura 1 — Frotis de sangre periférica (tincion May-Griinwald-
Giemsa). Imagenes tomadas con Cellavision® y Sysmex XN-10.
A. Serie roja. Se senalan los dacriocitos. B. Serie blanca. A la
izquierda se observan neutrofilos con ligero refuerzo de la gra-
nulacion. A la derecha se observan linfocitos de morfologia con-
servada. No se han visto células inmaduras (blastos).

con un equipo Iseq lllumina®), que revela que en el
cromosoma 16 presenta la mutacion ¢.1115_1118delTT-
GG (p.Val372Alafs) en homocigosis, que afecta al gen
FANC-A. Ante estos hallazgos, el paciente es diagnosti-
cado de AF y se completa el estudio a los familiares. El
analisis de las secuencias obtenidas con los softwares
NGSEngine y GeneMapper 4.0 detecté en la madre la
misma mutacion: ¢.1115_1118delTTGG en heterocigosis
en el gen FANC-A, mientras que su padre y su hermana
no presentaban dicha variante familiar. Tras el analisis
del cariotipo molecular, se obtuvo que el paciente pre-
sentaba una pérdida de heterocigosidad de 10564 Kb
en el brazo largo del cromosoma 16, que comprende el
gen FANC-A, y que incluye la mutacion ¢.1115_1118del-
TTGG. Por lo tanto, dicha variante no segrega de la for-
ma mas esperada y la AF diagnosticada se debe a una
isodisomia monoparental de origen materno. Es decir,
el paciente presenta en el par cromosomico 16 dos
fragmentos homodlogos provenientes de un solo pro-
genitor (en este caso, la madre) y, ademas, ambos frag-
mentos son los que tienen la mutacion del gen FANC-A
responsable de la anemia de Fanconi.

Dado que el tratamiento capaz de corregir el defec-
to hematoldgico subyacente a la AF es el trasplante de
células madre hematopoyéticas de un donante sano y
HLA-compatible, se estudia la histocompatibilidad con
su hermana. Ante la obtencién de un HLA no compati-
bley laimposibilidad de encontrar otro donante, actual-
mente participa en un ensayo clinico de terapia génica.

[Rev Med Lab 2021:2(3):109-112]

Esta estrategia biotecnologica supone una alternativa
segura y eficaz que podria ayudar en el tratamiento de
la anemia de Fanconi, asi como en enfermedades con
etiopatogenia genética.

DISCUSION

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad here-
ditaria que se asocia a una inestabilidad cromosdmica
ocasionada por mutaciones en genes que participan en
procesos de reparacion del ADN (1).

Fue descrita por primera vez en 1927 por el pediatra
Guido Fanconi. Epidemiolégicamente, se define como
una enfermedad pediatrica rara cuya prevalencia es de
1/250000-1/350000 de los nacidos vivos. La frecuencia
de portadores es de 1 de cada 300, aunque algunos
grupos como los judios askenazi o la raza gitana espa-
nola alcanzan valores estimados de 1 de cada 70 (2).

La etiopatogenia es multigénica y autosdmica rece-
siva, de manera que, en la mayoria de los casos, para
que un individuo padezca la enfermedad, ambos pro-
genitores deben ser portadores y este debe recibir el
gen defectuoso de la AF de ambos. Desde el punto de
vista genético es una enfermedad compleja, ya que
hay 22 genes involucrados, que van a corresponder a
los distintos grupos de complementacion. Todos ellos
estan implicados en una ruta de respuesta al dano en
el ADN: la via FANC/BRCA (2,3). Las mutaciones de
los genes FANC-A (16924.3, 60%), FANC-C (9922.3) y
FANC-G (9p13) son las mas frecuentes, pues represen-
tan mas del 80% de los casos. Cabe destacar que los
genes FANC-S y FANC-D1 corresponden a los genes
supresores de tumores BRCA1 y BRCA2, respectiva-
mente, de manera que, cuando una sola copia de es-
tos esta mutada, existe un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama y de ovario (3). Una excepcion son
los pacientes del grupo de complementacion B, ya que
presentan un patron de herencia ligado al cromosoma
X. FANC-B es el unico gen ubicado en el cromosoma X
(Xp22.31) (4).

Hay evidencias de que todas las proteinas codifica-
das por los genes FANC actian sobre una via comun
implicada en la reparacion de entrecruzamientos entre
cadenas del ADN: en esta via de Fanconi participa un
complejo central de 8 proteinas FANC (FANC-A, B, C,
E, F G, Ly M)y 6 factores asociados. Dicho complejo
es esencial para que ocurra la formacion y posterior
monoubiquitinacion del heterodimero FANCD2-FANCI,
con lo que se activa asi una cascada de reacciones para
la reparacion del material genético y se transmiten se-
nales a puntos de control del ciclo celular (5). Como es-
tos pacientes no pueden reparar los enlaces cruzados,
se mantiene una union entre ambas hebras de ADN,
lo que imposibilita la division celular y da lugar a la
muerte de las células hematopoyéticas. Este fallo de
los mecanismos de reparacion condiciona una exa-
cerbada sensibilidad de las células de los pacientes
a agentes que generen enlaces cruzados en el ADN.
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Estos agentes pueden ser fisicos (radiaciones ionizantes
o luz ultravioleta) o quimicos (entre los que destacan la
mitomicina C [MMC] o el diepoxibutano [DEB]) (6). De
hecho, el aumento de aberraciones cromosdmicas in-
ducidas por la MMC y el DEB a dosis bajas proporciona
la base para el test diagnostico de la AF

Las manifestaciones clinicas son multisistémicas. Se
caracterizan por malformaciones congénitas (hiper-
pigmentacion o manchas “café con leche” de la piel,
aplasia de pulgares, microftalmia, microcefalia, estra-
bismo, malformaciones renales, etc.), aplasia medular
y pancitopenia progresiva. Asimismo, presentan una
alta predisposicion tumoral (leucemia aguda, sindro-
mes mielodisplasicos y tumores sélidos de tipo carci-
noma escamoso de cabeza y cuello). De hecho, es el
sindrome de insuficiencia de médula 6sea hereditario
mas frecuente (7).

El diagnéstico clinico es dificil debido a la gran va-
riabilidad de manifestaciones que presentan estos pa-
cientes, por lo que se necesitan pruebas especificas de
laboratorio para poder confirmarlo. De manera que,
cuando las malformaciones congénitas no son promi-
nentes, el diagndstico puede retrasarse hasta la apari-
cion de la insuficiencia de la médula 6sea. Cuando un
nino presenta pancitopenia en repetidos hemogramas
o padece hemorragias o infecciones frecuentes, debe
sospecharse un fallo medular y realizarse una aspira-
cién y una biopsia medular para su estudio. Asimismo,
la sospecha de AF puede confirmarse por el test de
hipersensibilidad frente a agentes capaces de generar
entrecruzamientos, como el DEB o MMC, sobre linfoci-
tos purificados de una muestra de sangre periférica (6).
No obstante, los grandes avances en biologia molecu-
lar y secuenciacién han permitido identificar las varian-
tes genéticas de interés para mejorar la confirmacion
diagnostica (8,9). En este caso, debido a la marcada
heterogeneidad genética de locus y alélica, su estudio
inicialmente fue abordable mediante analisis gendmi-
cos mas precisos con NGS. Asimismo, el estudio gené-
tico puso de manifiesto la existencia de una isodisomia
monoparental de origen materno, incluyendo la muta-
cion del gen FANC-A del cromosoma 16, como causa
de esta patologia pediatrica rara.

En cuanto al tratamiento, la alteracion medular es la
principal causante de morbilidad y mortalidad. Por ello,
actualmente el Unico tratamiento capaz de corregir el
defecto hematoldgico es el trasplante de células madre
hematopoyéticas de un donante sano y HLA-compa-
tible (10). A la espera de dicho donante, se proponen
tratamientos sintomaticos como transfusiones de con-
centrados de hematies y plaquetas o la administracion
de androgenos orales como estimuladores de la médu-
la 6sea. No obstante, un problema en estos pacientes
con AF es la alta susceptibilidad de sus células a los
tratamientos de acondicionamiento pretrasplante. Por
lo tanto, en los casos de incompatibilidades y mayo-
res riesgos, una alternativa seria el uso de la terapia
génica, como la empleada en este caso. Actualmente,
el uso de esta terapia estd en fase de ensayo clinico

y consiste principalmente en la introduccion de células
madre hematopoyéticas del propio individuo que, pre-
viamente, han sido corregidas genéticamente a través
del uso de un vector lentiviral con el gen correcto.

En el caso presentado, destaca su participacion en
el ensayo espanol FANCOLEN, escenario de la prime-
ra experiencia mundial en el tratamiento con terapia
génica de ninhos con AF (9). Para ello, al paciente se le
administra el factor estimulante de colonias de gra-
nulocitos (G-CSF) y plerixafor como inductores de la
movilizacion de células madre hematopoyéticas hacia
la sangre periférica, de donde son extraidas. Como
vector, se utiliza un lentivirus al que previamente se
le ha introducido el gen de interés sano que, en este
ensayo, es el gen FANC-A. A continuacién, se produ-
ce in vitro la transduccion del lentivirus a las células
y la posterior reinfusion de estas células modificadas
en el paciente. Mediante recombinacién homaéloga, se
sustituira el gen afectado por el sano en las células
madre hematopoyéticas para que repueblen la médu-
la 6sea del enfermo y se diferencien las tres estirpes
celulares.

De manera que un correcto abordaje de varias sec-
ciones del laboratorio clinico, junto con las nuevas he-
rramientas moleculares, han permitido el diagnéstico
de un caso de AF y que el paciente tenga la oportu-
nidad de participar en un ensayo clinico en busca de
tratamiento y de una mejora de la calidad de vida.

PUNTOS A RECORDAR:

— La anemia de Fanconi es un trastorno hereditario
autosomico recesivo. Hasta la fecha se han identi-
ficado 22 genes implicados en la ruta de respuesta
al dano en el ADN de la via FANC/BRCA.

— Este fallo de los mecanismos de reparacién con-
diciona una exacerbada sensibilidad de las célu-
las a agentes inductores de enlaces cruzados en
el ADN, como la mitomicina C y el diepoxibutano.
Dicho aumento de la fragilidad cromosdmica pro-
porciona la base para el diagnostico diferencial.

— Las manifestaciones clinicas son multisistémicas
y se caracterizan por una baja estatura, hiperpig-
mentacion, aplasia de pulgares y malformaciones
renales y cardiacas. A nivel hematoldgico, un 80-
90% de afectados padece aplasia medular y panci-
topenia progresiva. La evolucion puede empeorar
a un sindrome mielodisplasico o a una leucemia
mieloide aguda. Estas personas presentan alta
predisposicién tumoral.

— El caso presentado se debe a una isodisomia uni-
parental de origen materno, fendémeno muy poco
frecuente y, mas aun, en pacientes con esta enfer-
medad pediatrica rara.

— Las nuevas técnicas de diagnodstico genético mo-
lecular han favorecido la deteccién de casos como
éste, lo que permite un andlisis precoz y favorece
su inclusion en nuevas terapias.

[Rev Med Lab 2021:2(3):109-112]
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CASO CLINICO

Mujer de 50 anos que acude a urgencias por una dis-
nea de esfuerzo de dos meses de evolucién que ha ido
agravandose en la ultima semana. Se le realiza unTAC
toracico en el que se evidencian multiples adenopatias,
derrame pericardico severo, consolidacion basal con
edema en el I6bulo superior izquierdo (LSI) y derrame
pleural derecho. La paciente ingresa por derrame peri-
cardico severo con datos ecograficos de taponamiento.

Se envia analitica urgente al laboratorio, en la que
destaca solo una discreta elevacion de la proteina C
reactiva (PCR). Al tercer dia del ingreso, se remite una
nueva muestra y se observan los siguientes resultados
patolégicos: lactato deshidrogenasa (LDH) 476 U/L (va-
lores normales [VN]: 84-246 U/L) y PCR 17 mg/L (VN:
<6 mg/L).

Posteriormente se remite al laboratorio de urgencias
un liquido pericardico turbio de color amarillo palido.
El recuento celular en la camara de Neubauer mues-
tra los siguientes resultados: celularidad: 1142/pl, en
la que los leucocitos: 270/ul (VN: 0-15 leucocitos/ul)

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

y los hematies: 816/ul (VN 0-15 hematies/pl). En el frotis
se observa una poblacidon leucocitaria de predominio
polimorfonuclear, asi como dos tipos de poblaciones no
leucocitarias: por un lado, cimulos de células de gran
tamano formando sincitios celulares con baja relacién
nucleo-citoplasma, y por otro, agregados celulares de
menor tamano con mayor relacién nucleo-citoplasma,
basofilia y granulacion citoplasmatica (Fig. 1).

En el estudio bioquimico, en el liquido se objetiva: glu-
cosa, < 1 mg/dL; proteina, 6,91 g/dL, y LDH, 1554 U/mL.
Considerando los valores de proteina (> 3 g/dL) y de LDH
(>200 mg/dL), el liqguido cumple criterios de exudado (1).

A la vista de los resultados obtenidos, se informa y
se recomienda al cardidlogo de guardia el estudio de
marcadores tumorales (MT) y el envio de la muestra al
servicio de anatomia patoldgica (AP) para la realizaciéon
de un estudio inmunohistoquimico (IH).

Todos los cultivos y las pruebas realizadas por el la-
boratorio de microbiologia en el liquido fueron negati-
vos, y la citometria de flujo realizada por el laboratorio
de hematologia en el liquido sugeria negatividad para
linfoma.
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Figura 1 - Frotis de liquido pericardico. Las imagenes corres-
ponden al liquido pericardico recibido en el laboratorio de ur-
gencias. En las imagenes A y B se observan células de gran
tamano formando sincitios celulares. En las imagenes C y D se
observan grupos tridimensionales con citoplasma basofilo y
cromatina inmadura.

Figura 2 — Resultado del estudio inmunohistoquimico. Se obser-
va positividad para CK7 (A), negatividad para CK20 (B), positivi-
dad parcial para Cerb-B2 (C) y negatividad paraTTF1 (D).

En la citologia realizada en AP se observan grupos
tridimensionales y poco cohesivos de células epitelia-
les que presentan citoplasma basofilo, ocasionalmen-
te vacuolados y de limites mal definidos. Los nucleos
son redondeados, con cromatina grumosa y nucléolo
irregular. De este modo, se establece el diagndstico de
adenocarcinoma.

El estudio IH presentaba inmunorreactividad marca-
da para citoqueratina 7 (CK7) con negatividad para cito-
queratina 20 (CK20) (compatible con tumor de pulmon,
de pecho, de ovario o de Utero), positividad parcial para
c-erb-B2 (compatible con tumor de mama, de pulmon,
de ovario, de utero, de estbmago o de pancreas, entre
otros) y negatividad para TTF1 (de improbable origen
pulmonar) y receptores de estrogenos (improbable ori-
gen ovarico o mamario) (2) (Fig. 2).

Los resultados de los MT en el liquido pericardico
fueron: antigeno carcinoembrionario (CEA): 1632.1
ng/mL; CA 15,3: 1275,4 U/mL; CA 125: 3632,6 U/mL y
CA 19.9: > 140000 U/mL, compatibles con patologia de
origen neoplasico (3). Para poder filiarla, se realizé6 un
PET-TAC que sugirié tumor primario de pulmoén con
metastasis ganglionares, pulmonares y 6seas. Dos dias
después, se realizé una fibrobroncoscopia en la que se
observaron pequenos mamelones en la mucosa del
LSl y se tomaron muestras para AP,

En el estudio IH de la biopsia bronquial se observé
una proliferacién neoplasica de arquitectura glandular
formada por células con marcada atipia nuclear y mos-
tro negatividad para CK7, CK20 (compatible con origen
en higado o rinén), TTF1 (de improbable origen pulmo-
nar), WT1, p53 y receptores de estrogenos (de impro-
bable origen ovarico o mamario) (2). Estos resultados
sugerian descartar un origen digestivo. Para ello, se so-
licitdo una endoscopia digestiva alta que objetivo gastri-

[Rev Med Lab 2021:2(3):113-115)

tis antral eritematosa y se realizaron en suero los MT
disponibles en ese momento en nuestro centro, con
CEAy CA 19,9 muy elevados (CEA: 36,4 ng/mL [VN <5,5
ng/mL] y CA 19.9: 4343,2 U/mL [VN <34 U/ mL]).

La paciente comenzo a ser tratada con esquema EOX
(epirrubicina, oxaliplatino y capecitabina) debido a
que, a pesar de los resultados de la endoscopia, tanto
la histologia como los MT eran sugerentes de tumor de
origen gastrico.

DISCUSION

El estudio de los liquidos biolégicos en la practica cli-
nica diaria por parte del laboratorio clinico, asi como por
el laboratorio de AP, es una técnica extendida (4). Entre
los liquidos de caracter seroso se encuentra el liquido
pericardico, que se ubica de manera fisioldgica entre
las dos capas del pericardio y cuya funcién es reducir la
fricciéon que se origina en el corazén cuando este bom-
bea la sangre al resto del organismo.

Los liquidos bioldgicos son ultrafiltrados de plasma
que, en el caso del liquido pericardico, provienen de los
vasos de las serosas. Su formacion esta influida por la
presion oncodtica (retiene liquido gracias a las protei-
nas), por la presion hidrostatica (elimina liquido de los
capilares) y por la permeabilidad capilar.

El derrame pericardico se produce cuando hay un
exceso de liquido en la cavidad pericardica y puede
deberse a diferentes etiologias: desde una inflamacion
o un desequilibrio en la homeostasis hasta una peri-
carditis por infeccion o un proceso autoinmune o tu-
moral, entre otras (4). Por ello, es de gran importancia
su estudio para discernir su origen (5). La obtencién
del liquido del espacio pericardico se realiza mediante
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una pericardiocentesis. Es importante tanto su estudio
citolédgico como bioquimico. El andlisis bioquimico fa-
cilita su clasificacién en exudado o trasudado (6), ade-
mas de orientar al clinico en la posibilidad de origen
tumoral. Sin embargo, es en el analisis celular en el
que se observan las células de estirpe tanto leucoci-
taria como no leucocitaria. Actualmente, en muchos
laboratorios de analisis clinicos se utilizan contadores
automaticos para los liquidos biolégicos. Sin embargo,
estos no excluyen la necesidad de realizar un estudio
minucioso del liquido mediante frotis si se observan
células de alta fluorescencia (7). En el analisis de liqui-
dos bioldgicos es importante llevar a cabo un adecuado
estudio citologico para identificar las células presentes.
Las poblaciones no leucocitarias pueden cobrar verda-
dera importancia en el estudio de ciertas patologias. Es
vital discernir entre la presencia de células patologicas
de alta fluorescencia de las que no lo son (por ejemplo,
células de estirpe mesotelial).

Posteriormente, las células pueden clasificarse me-
diante estudio IH para poder diferenciar su origen (8).

Cuando se produce un derrame pericardico suele
darse un taponamiento cardiaco que tiene como prin-
cipales manifestaciones: disnea, dolor toracico y palpi-
taciones (9).

Segun la bibliografia, algunos pacientes presentan
patologia tumoral antes de producirse el derrame peri-
cardico (4,10), pero en algunos casos el estudio citolo-
gico de este liquido puede ser clave en el diagnostico
de una enfermedad maligna de novo. Por ello, es im-
portante que se lleve a cabo un buen estudio de cri-
bado desde el laboratorio de urgencias para intentar
establecer si hay presencia de celularidad maligna en
el liquido bioldgico a estudiar y completar el estudio
por el servicio de AP.

Cabe destacar la importancia de realizar un estudio
multidisciplinar que ayude a establecer un diagnosti-
co rapido y certero, siempre buscando el beneficio del
paciente.

PUNTOS A RECORDAR:

Finalmente, sobre el estudio de liquidos biologicos

de origen seroso es importante:

— Realizar un estudio bioquimico completo para la
adecuada clasificacion del liquido (en exudado o
trasudado).

— Llevar a cabo un estudio citoldgico distinguiendo
las poblaciones celulares.

— Si se observan células sin filiar o de alta fluores-
cencia, es importante colaborar con AP para reali-
zar un estudio citologico e IH.

— El examen de MT tanto en liquido como en suero
puede aportar informacion adicional para la eva-
luacion de los pacientes con sospecha elevada de
neoplasia.

— Cabe destacar la importancia del trabajo multidis-
ciplinar para alcanzar un diagndstico.
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CASO CLINICO

Mujer de 39 anos, colecistectomizada, exfumadora y
consumidora ocasional de alcohol, derivada al servicio
dedigestivo de nuestro Hospital porelevacion aisladade
aspartato aminotransferasa (AST).

La paciente se encontraba asintomatica, sin signos su-
gestivos de enfermedad hepatica. En el estudio analitico
se evaluaron las pruebas hepéticas: aspartato amino-
transferasa: 390 U/L (valor de referencia [VR]: < 32 U/L);
alanino aminotransferasa (ALT): 10 U/L (VR: < 33 U/L);
y-glutamiltransferasa (GGT): 10 U/L (VR: < 40 U/L), y bi-
lirrubina total: 0,82 mg/dL (VR: < 1,20 mg/dL).

Estos cuatro analitos se cuantificaron en el autoana-
lizador Cobas 8000° (Roche Diagnostics®). Los analitos
AST, ALT y GGT se determinaron mediante un ensayo
enzimatico y la bilirrubina total, mediante un método
colorimétrico. El método para AST no estaba suple-
mentado con piridoxal fosfato. Cabe destacar que to-
dos los métodos cumplian con las recomendaciones
de la Federacion Internacional de Quimica Clinica y
Medicina de Laboratorio (IFCC).

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

e-mail: sirera_pau@gva.es

Debido a que la paciente continuaba asintomatica, se
decidio repetir la analitica 11 meses después: perma-
necia la elevacion de la AST (428 U/L), con el resto de
parametros normales.

A raiz de esto, se realizdé un estudio bioquimico y se-
rologico que descarté que la causa de la hepatopatia
fuera autoinmune, virica, metabolica o toxica. Se rea-
lizaron pruebas de imagen y anatomopatologicas, sin
hallazgos relevantes.

Ante la posibilidad de la presencia de una interferen-
cia analitica en la determinacion bioquimica de la acti-
vidad de AST, se revisaron las analiticas de la paciente
y se observaron elevaciones aisladas inexplicables de
AST (Fig. 1).

Para el estudio de la interferencia analitica se realizd
el siguiente procedimiento (1):

1. Se confirmaron las mediciones con una nueva

muestra.

2. Se descartaron interferencias endogenas (hemali-

sis, lipemia e ictericia).

3. Para detectar interferencias por anticuerpos (Ac)

enddégenos, se realizd una precipitaciéon con po-
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Figura 1 - Cambios en la actividad de AST de la paciente durante un periodo de 4 anos.

lietilenglicol 6000 (PEG) (2). Para ello, se mezclo
el suero de la paciente con PEG 6000 al 20 % en
proporcion 1:2 y posteriormente se centrifugo
para precipitar los complejos. Se proces6 como
control una muestra de suero de un paciente con
elevacion de AST por hepatitis virica. Se calculé el
tanto por ciento de actividad de precipitacion de
PEG (% PPA) con la siguiente férmula:

« (Actividad AST-(Actividad AST+PEG)

% PPA =100 -
Actividad AST

Se obtuvo una proporcion de precipitacion del
97,3 %. Se consideraba la presencia de macro-AST
cuando era > 73 % (2). El control presenté una pro-
porcion de precipitacion inferior al 2,6 %. Asi pues,
como casi la totalidad de la actividad enzimatica de
la AST de la paciente se encontraba en el precipita-
do, se confirmo la presencia de una macroenzima.

4. Para evaluar la estabilidad de los inmunocomple-
jos de macro-AST, se midi6 simultaneamente la
actividad de la AST en la muestra y en el suero
de un paciente con hepatitis virica cada 24 horas
durante 4 dias consecutivos, manteniendo ambas
muestras a 4 °C (Tabla I). En la muestra de la pa-
ciente se constaté una disminucion progresiva de
la actividad de la AST.Tras 4 dias de la extraccion,
los niveles de AST habian disminuido un 63,6 %,
mientras que en la muestra control los niveles se
mantuvieron estables (3).

Tablal.

Resultados obtenidos tras mantener la muestra
y el control 4 dias a 4 °C

Actividad de AST (U/L)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Control 312 310 310 308
Paciente 82* 66 57 53

*Valor obtenido tras una congelacion de la muestra (-20 °C) durante 7 dias.

DISCUSION

La AST pertenece a la familia de las aminotransfera-
sas y cataliza la reaccion de transferencia de un grupo
amino desde el L-aspartato al 2-oxoglutarato, forman-
dose L-glutamato y oxalacetato. Esta enzima utiliza el
piridoxal-5'-fosfato como cofactor. Se encuentra am-
pliamente distribuida en los tejidos del organismo,
principalmente en el tejido hepatico, el cardiaco, el
muscular y el renal (4,5). Una causa no muy frecuen-
te de elevacion aislada de AST es la presencia de ma-
croenzimas circulantes, que son complejos de alto peso
molecular formados por multiples moléculas enzimati-
cas unidas mediante inmunoglobulinas, lo que produ-
ce una reduccion de su aclaramiento, lo que da lugar a
diferentes interferencias que pueden afectar a los ensa-
yos enzimaticos utilizados para su determinacion (6,7).

[Rev Med Lab 2021:2(3):116-118]
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Los métodos enzimaticos son los mas utilizados para
valorar la funcion hepatica; sin embargo, no estan
exentos de interferencias, que dan lugar a resultados
erréneos, tanto sobrestimando como subestimando
los valores medidos. No detectadas a tiempo pueden
llevar a un diagndstico incorrecto y a un tratamiento
inadecuado, con las consecuentes implicaciones clini-
cas derivadas de dichos resultados (8). Es conocida su
falta de linealidad ante la presencia de un agente inter-
ferente. Un 40 % de las muestras con Ac enddgenos
conocidos pueden mostrar linealidad (9), pero esto no
es aplicable a todas las magnitudes. Por ello, el estudio
de la linealidad no debe utilizarse como Unica prueba
para comprobar el resultado de un ensayo o excluir la
presencia de Ac endogenos interferentes.

La macro-AST esta formada por la union de AST a
una inmunoglobulina, lo que puede interferir en su me-
dicion. Su presencia da lugar a resultados falsamen-
te elevados. Existen diversos métodos para detectar
la presencia de macroenzimas, como la ultracentrifu-
gacion y la cromatografia de filtracién en gel (consi-
derada el método de referencia). Se trata de técnicas
laboriosas y costosas econdmicamente, por lo que no
estan disponibles en todos los laboratorios.

El tratamiento con PEG a determinadas concentracio-
nes tiene como efecto la sustraccion de los solventes,
y con ello, la precipitacion de inmunoglobulinas y de
complejos de elevado peso molecular. Es un método
simple y econdmico utilizado en muchos laboratorios
para la deteccion de diferentes formas de macroenzi-
mas, aunque presenta varias limitaciones, como es su
baja especificidad y la falta de unos intervalos consen-
suados de referencia, lo que nos lleva a la necesidad
confirmatoria por otros métodos. En nuestro caso, no
fue necesaria su confirmacion, puesto que, por un lado,
en el estudio seroldgico y en el bioquimico se descar-
taron posibles causas autoinmunes, metabdlicas, toxi-
cas, viricas y bacterianas, y en la biopsia hepatica no
se encontraron hallazgos significativos. Por otro lado,
se descartaron las distintas interferencias enddgenas
y se evalué la estabilidad de los inmunocomplejos de
macro-AST. Todo ello en su conjunto nos llevéd al diag-
nostico de la macroenzima.

Davidson et al. describieron por primera vez
en 2003 la degradacion enzimatica progresiva al alma-
cenar esta isoforma enzimatica a 4 °C durante varios
dias. Posteriormente, Castiella et al. sugirieron que
esta metodologia podria ser util en aquellos laborato-
rios que no dispongan de PEG ni de otras metodolo-
gias mas complejas, aunque es cierto que, debido a la
baja incidencia de este tipo de macroenzimas, se hace
complicado reproducirla en una poblacién mayor [3].

La causa por la que se forman las macroenzimas es
incierta. Como se describe en la literatura anterior, el
mecanismo de formacion del complejo inmunolégico
puede deberse a la autoinmunidad. La reaccion inmu-
ne o la desregulacion de la tolerancia inmune parecen
estar asociadas con la formacion de complejos inmu-
nes. Ademas, la macro-AST es mas comun en pacien-

[Rev Med Lab 2021:2(3):116-118]

tes mujeres < 60 anos, que también es un grupo de alto
riesgo para enfermedades autoinmunes (10).

La macro-AST es una interferencia rara que debe con-
siderarse por médicos, fabricantes y laboratorios ante
elevaciones aisladas e inexplicables de AST en pacien-
tes asintomaticos, como en nuestro caso, priorizando
la realizacién de un estudio de interferencias a proce-
dimientos invasivos con mayor riesgo y mas costosos.

PUNTOS A RECORDAR:

— Ante resultados discordantes entre el patron bio-
quimico y el cuadro clinico debe considerarse la
presencia de interferencias analiticas asociadas a
los ensayos enzimaticos automatizados. Un alto
indice de sospecha puede ayudar a reducir los cos-
tes y la preocupacién del paciente antes de realizar
pruebas adicionales.

— Existe una gran cantidad y variedad de interferen-
cias analiticas, de ahi la necesidad de utilizar un
protocolo comun para discernir entre los diferen-
tes tipos, como se ha realizado en este trabajo.

— Es responsabilidad del laboratorio clinico identifi-
car y notificar la presencia de interferencias para
minimizar el impacto que puedan tener en las de-
cisiones clinicas. Resulta esencial la comunicacién
continua entre especialistas del laboratorio, clini-
cos y fabricantes para identificar y prevenir estas
situaciones.
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La imagen mostrada corresponde a un caso de car-
cinomatosis meningea (CM) en paciente de 51 anos
diagnosticada de melanoma (de estadio IV) en res-
puesta completa tras dos anos de tratamiento. Dicho
hallazgo se produjo en la exploracion del LCR a raiz de
un episodio de amaurosis bilateral progresiva acompa-
nado de pérdida de fuerza generalizada con afectacion
de la deambulacion e historia de episodios previos de
cefalea de caracteristicas tensionales.

En la extension del LCR realizada mediante citocen-
trifugacion y posterior tincién hematolégica con May-
Grinwald-Giemsa, se observan abundantes células
atipicas de gran tamano y numerosas evaginaciones
citoplasmaticas dispuestas en agrupaciones, compati-
bles con la progresiéon del melanoma al LCR.

La presencia de células malignas en muestras del
LCR puede deberse fundamentalmente a tumores
cerebrales primarios, neoplasias hematopoyéticas y
metastasis de tumores sélidos (con mayor frecuencia
en los tumores de mama, pulmén y melanoma malig-
no) (1), con diferencias en la morfologia y en el estado
de diferenciacion en funcion del origen.
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Figura 1 - LCR infiltrado por células procedentes de un mela-
noma maligno.
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En la CM se produce la invasién de las leptomenin-
ges y del LCR por células neoplasicas. Esta rara com-
plicacion aparece entre el 5y el 15 % de los tumores
sélidos. En la mayoria de los casos aparece en estadios
avanzados de la enfermedad (70 %) (2). Su incidencia
se ha incrementando en los Ultimos tiempos por la ma-
yor supervivencia de los pacientes con cancer.

Los sintomas neuroldgicos pueden verse enmasca-
rados por el tratamiento oncoldgico, lo que dificulta su
diagnostico.

La identificacidon de células malignas mediante la ci-
tologia del LCR constituye la mejor técnica, a pesar de
existir gran variabilidad en la sensibilidad diagnostica
(54-97 %) (3).

[Rev Med Lab 2021:2(3):119-120]
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Varoén de 17 anos, natural de Guinea, que acude a la
consulta por molestias urinarias. Se le realiza anélisis
de sistematico y de sedimento de orina. En la tira se
obtienen 4 cruces en hematies y 2 en leucocitos y pro-
teinas. En la visualizacion del sedimento, ademas de
una evidente hematuria y leucocituria, se observaron
abundantes huevos de Schistosoma haematobium y
trofozoitos de Balantidium coli (Fig. 1A).

La balantidiosis es una enfermedad parasitaria de
distribucion global asociada con la presencia de trofo-
zoitos de B. coli, que afecta principalmente a personas
inmunocomprometidas o malnutridas. Las infeccio-
nes son mayoritariamente intestinales, aunque se han
descrito casos de afectacion pulmonar y del sistema
genitourinario (1). El diagnodstico se realiza facilmente
por microscopia dadas sus caracteristicas morfologi-
cas (2). Los trofozoitos tienen un tamano en torno a 50-
100 pm, recubiertos uniformemente por cilios (Fig. 1B).
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La esquistosomiasis, producida por trematodos del
género Schistosoma, es muy prevalente en el Africa
subsahariana. S. haematobium causa infecciones uri-
narias acompanadas de hematuria y disuria (3). La in-
feccion cronica esta asociada al cancer escamoso de
vejiga. El diagndstico se realiza mediante microsco-
pia. Los huevos son ovalados, de un tamano de alre-
dedor de 150 por 55 ym y una caracteristica espicula
terminal (3).

La presencia de infecciones con multiples parasitos
es bastante frecuente, sobre todo en areas endémicas,
aungue quizd no estén suficientemente estudiadas
(4,5). Por lo tanto, no debe sorprendernos encontrar
coinfecciones como la descrita en este caso. Aunque
es cierto que S. haematobium es un agente infeccioso
del tracto urinario bastante comun y conocido, en el
caso presentado se asocia a la presencia de B. coli,
mucho mas extrano y dificil de observar (1).
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Figura 1 - A. Parasitos en orina: Flecha roja:Balantidium coli. Flecha azul: Schistosoma haematobium. B. Balantidium coli en orina.
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Células peludas para reconocer una leucemia cronica
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Varon de 77 ahos que acude a urgencias por cuadro
febril y astenia de tres dias de duracidon. Sin antece-
dentes personales de interés. En la analitica destaca
una pancitopenia (hemoglobina: 10,5 g/dL [12,0-15,3];
plaquetas: 40 x 10%/uL [140-400] y neutrofilos: 0,9 x 10%/
uL [1,6-7,5]).

La visualizacién del frotis confirma la férmula leuco-
citaria y revela la presencia de un 15 % de linfocitos de
tamano mediano, con moderada-alta relacion nucleo/
citoplasma, nucleo con cromatina semicondensada sin
nucléolo y citoplasma basofilo con vellosidades que se
extienden a lo largo de toda su superficie (Fig. 1). Esta
morfologia es sugestiva de tricoleucemia.

La aspiracion de médula 6sea no tuvo éxito debido
a la presencia de fibrosis y se curso el estudio inmu-
nofenotipico de linfocitos B por citometria de flujo
(CD19+/CD20+/CD103+bimodal/CD25+/CD11¢c/CD22+/
LAMBDA+/CD79b+/CD200+dim/CD23-/CD5-/CD43-/
CD10-/HLA-DR+/CD38+het/D49d+/D62L+het/CD27+het/
LAIR1+/CD81+/CD31+het/CD39+/ CXCR5+het). Tras es-
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tos resultados, se confirma la sospecha diagndstica de
tricoleucemia.

La tricoleucemia (Hairy Cell Leukemia o HCL) es una
neoplasia maligna crénica de células B poco frecuente
que se caracteriza por la presencia de linfocitos madu-
ros grandes, de aspecto monocitoide y con proyeccio-
nes citoplasmaticas vellosas en toda la superficie celular
que infiltran la médula 6sea y la pulpa roja del bazo (1).

Se manifiesta con pancitopenia y esplenomegalia. En
la mayoria de los casos tiene un curso indolente. La
respuesta a la terapia con analogos de purina es muy
buena, excepto en la tricoleucemia variante (HCL-v),
que suele ser mas agresiva y resistente.

Asimismo, la identificacién de la mutacién BRAF-
V60OE en casi todos los pacientes ha proporcionado
la introduccion de inhibidores de BRAF en el arsenal
terapéutico (2). No obstante, sigue siendo una enfer-
medad incurable cuya progresion debe monitorizarse,
y aqui es donde los estudios del laboratorio permiten
su correcto diagndstico y seguimiento o tratamiento.
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Figura 1 - Estudio de la morfologia leucocitaria en el frotis de sangre periférica (tincion de May-
Griinwald-Giemsa,; imagenes obtenidas del analizador digital hematologico Cellavision®). Se re-
presentan las imagenes citologicas de las células B anormales que se ven “peludas” debido a las
proyecciones citoplasmaticas radiales (tricoleucocitos). Estas células son patognomonicas de la
tricoleucemia o leucemia de células peludas (Hairy cell leukemia, HCL). Cabe mencionar que exis-
te una variante HCL-v cuya morfologia leucocitaria es intermedia entre las células peludas y los
prolinfocitos, con un citoplasma basodfilo abundante, proyecciones vellosas y un ndcleo central con
nucléolo prominente.
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